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1 . Dieser internationale vorlaufige PrOfungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen PrCilung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemSB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt Insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blotter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berichts 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 






VI 


□ 


VII 




VIII 


SI 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



A. 



ss^A 



Datum der Einreichung des^Antrags 
14/12/2000 



Name und Postanschrift der mit der internationalen voriSufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx; 523656 epmu d 

Fax; +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
07.08.2001 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Nazario, L 

Tel. Nr. +49 89 2399 8137 



Fomiblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 540 



I. Grundlage des Berichts 

1 . HInsichtlich der Bestandt ile der internationaien Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weii sie l<eine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -1 5 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 9 ursprungliche Fassung 



Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfiigung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationaien Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentiichungssprache der internationaien Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationaien vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationaien Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt worden, das: 

□ in der internationaien Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationaien Anmeldung in computerlesbarer Fomi eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtragiich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtragiich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dal3 das nachtragiich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 540 



□ Beschreibung. Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden naoh Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regal 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericlit 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. B grundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtiich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
g werblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 10 

Nein: Anspruche 1-9,11-19 

Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-19 

Ja: Anspruche 1-19 
Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
In vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 540 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

B grundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
rfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Es wird auf das folgende Dokument verwiesen: 

D1: US-A-5 510 270 

2. D1 offenbart eine Vorrichtung fur die Durchfiihrung eines Verfahrens zur Herstellung 
eines Satzes von Polymeren (z,B. Polynucleotide). Die Vorrichtung umfaBt ein 
Substrat, ein Mittel zur selektiven Bestrahlung vorbestimmter Bereiche auf der 
Oberflache des Substrats (z.B. Lichtleiterfasern) und eine Strahlungsquelle (z.B. 
Laser oder Gluhfadenlampe). D1 offenbart deutlich, dass die Belichtung der 
Oberflache des Substrats nicht nur durch gezielte Abdeckung des Substrats, sondern 
auch durch ein optisches Mittel direkt iiber der Oberflache des Substrats erzeugen 
werden kann. (Zusammenfassung, Spalte 1, Zeile 27-36, Spalte 3, Zeile 25 bis 
Spalte 4, Zeile 16, Spalte 7, Zeile 18-20, Spalte 8, Zeile 63-64, Spalte 13, Zeile 3 bis 
Spalte 14, Zeile 26, insbesondere Spalte 14, Zeile 10-25, Spalte 15, Zeile 46 bis 
Spalte 18, Zeile 21, Spalte 21, Zeile 12-26, Abbildungen 1,8, 9). 

Folglich ist D1 neuheitsschadlich fur die Anspruche 1-9 und 11-19 (Artikel 33(2) 
POT). 

3. Das zusatzliche Merkmal des Anspruchs 10 ist dem Fachmann allgemein bekannt. 
Folglich ist der Gegenstand des Anspruchs nicht erfinderisch (Artikel 33(3) POT). 

Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

1. Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) POT werden in der 
Beschreibung weder der in D1 offenbarte einschlagige Stand der Technik noch 
dieses Dokument angegeben. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 540 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt VIII 

B stimmte B merkung n zur internationalen Anmeldung 

1 . Die Merkmale in dem Vorrichtungsanspruche 5-7 beziehen sich auf ein Verfahren zur 
Verwendung der Vorrichtung und nicht auf die Definition der Vorrichtung anhand ihrer 
technischen Merkmale. Die beabsichtigen Einschrankungen gehen daher inn 
Widerspruch zu den Erfordemissen des Artikels 6 PCT nicht klar aus dem Anspruch 
hervor. 



Fonnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



INTER 



NAL SEARCH REPORT 



Inti 



il Application No 



PCT/DE 00/01540 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

" 1J19/00 C07K1/04 



IPC 7 BO] 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 BOIJ C07K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data tase consulted during the international search (name of data base and, where practical, search temis used) 

WPI Data, PAJ, EPO-Internal 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVAI^ 



Category •* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



us 5 510 270 A (FODOR STEPHEN PA ET AL) 
23 April 1996 (1996-04-23) 
column 6, line 59 - line 60 
column 7, line 18 - line 20 
column 13, line 3 -column 14, line 26 
column 15, line 46 -column 18, line 21 
figures 1,8A 

US 5 293 437 A (NIXON MICHAEL A) 

8 March 1994 (1994-03-08) 

column 2, line 43 -column 3, line 11 

-/-- 



I- 3,5,6, 

II- 17,19 



1-4,16 



m 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevarx;e 

'E' earlier document but published on or after the international 
filing date 

V document which may throw doubts on priority claim(s) or 
wNch is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'0' document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

•p' document published prior to the international filing date but 
later than the priority date daimed 



T' later document putDlished after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underiying the 
invention 

'X' document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
invdve an inventive step when the document is taken alone 

"V document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to invdve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

docunentmemtter of the same patent family 



Date of the actual completion of the intemational search 



29 September 2000 



Date of mailing of the intemational search report 



09/10/2000 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 8 Patenttaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo r^. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Krametz, E 



Form PCT/!SA/210 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of 2 



IN 



ATIONAL SEARCH REPORT 



lattonal Application No 

PCT/DE 00/01540 



C.(Contlnuatk>n) DOCUME^^'S CONSIDERED TO BE RELEVA^fT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



P,A 



PEASE A C ET AL: "LIGHT-GENERATED 
OLIGONUCLEOTIDE ARRAYS FOR RAPID ONA 
SEQUENCE ANALYSIS" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA, US, NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCE. WASHINGTON, 

vol. 91, 1 May 1994 (1994-05-01), pages 

5022-5026, XP000196311 

ISSN: 0027-8424 

page 5022, right-hand column, paragraph 4 
-page 5023, left-hand column, paragraph 1 

US 5 571 639 A (HUBBELL EARL A ET AL) 
5 November 1996 (1996-11-05) 
column 16, line 52 -column 18, line 12 
figure 10 

6B 2 270 189 A (THERMOTOR LIMITED) 
2 March 1994 (1994-03-02) 
page 1, line 7 - line 19 

DE 198 23 454 A (EPIGENOMICS GMBH) 
25 November 1999 (1999-11-25) 



column 2, line 42 -column 4, line 56 
figure 2 



1,2,6,7, 

13,14, 

16,17 



1,16 



11 



1.6-8, 
10,11, 
13,14, 
16,17 



Rxm PCT/ISA/210 (continualicn ol second shest) (July 1992) 



page 2 of 2 



INTER 

infocml 



w 



NAL SEARCH REPORT 

^on.oatenUamllv.membefs 



I Application No 



PCT/DE 00/01540 



Patent document 


Publication 




1 oitriii liiiiMiy 


Publication 


cited in search report 


date 




member(s) 


date 


us 5510270 A 


23-04-1996 


US 


5405783 A 


11-04-1995 




US 


5143854 A 


01-09-1992 




US 


5744305 A 


28-04-1998 




US 


5445934 A 


29-08-1995 




AT 


110738 T 


15-09-1994 




AT 


175421 T 


15-01-1999 




AU 


651795 B 


04-08-1994 




AU 


5837190 A 


07-01-1991 




AU 


672723 B 


10-10-1996 




AU 


7765594 A 


04-05-1995 




BR 


9007425 A 


21-07-1992 




CA 


2054706 A 


08-12-1990 




DE 


69012119 0 


06-10-1994 




DE 


69012119 T 


22-12-1994 




DE 


69032888 D 


18-02-1999 




DE 


69032888 T 


29-07-1999 




DK 


476014 T 


14-11-1994 




EP 


0476014 A 


25-03-1992 




EP 


0619321 A 


12-10-1994 




EP 


0902034 A 


17-03-1999 




EP 


0953835 A 


03-11-1999 




ES 


2058921 T 


01-11-1994 




ES 


2129101 T 


01-06-1999 




GB 


2248840 A,B 


22-04-1992 




HK 


61395 A 


05-05-1995 




HK 


64195 A 


05-05-1995 




HU 


59938 A 


28-07-1992 




XL 


94551 A 


30-03-1995 




JP 


11315095 A 


16-11-1999 




JP 


11021293 A 


26-01-1999 




JP 


4505763 T 


08-10-1992 




KR 


9701577 B 


11-02-1997 




KR 


9701578 B 


11-02-1997 




UO 


9015070 A 


13-12-1990 




NL 


191992 B 


01-08-1996 




NL 


9022056 T 


02-03-1992 




NO 


301233 B 


29-09-1997 




NZ 


233886 A 


25-02-1993 




SG 


13595 G 


16-06-1995 




US 


5744101 A 


28-04-1998 




US 


5489678 A 


06-02-1996 




US 


5889165 A 


30-03-1999 




US 


5753788 A 


19-05-1998 




US 


5547839 A 


20-08-1996 




US 


5770456 A 


23-06-1998 




US 


5800992 A 


01-09-1998 




Uo 


^0^15791 A 
DyUc/^o M 






US 


5424186 A 


13-06-1995 






IK 






US 5293437 A 


08-03-1994 


NONE 






US 5571639 A 


05-11-1996 


US 


5593839 A 


14-01-1997 






IK 
Uo 


DoOOlUi A 


ub-oi-iyyy 


GB 2270189 A 


02-03-1994 


NONE 






DE 19823454 A 


25-11-1999 


AU 


4896899 A 


06-12-1999 



Pofm PCT/ISACIO (patent tantfy annax) (July 1 992) 
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INT||^TIONAL SEARCH HcHOHi 

Inforrriatton on patent family memt>ers 



atlonal Application No 

PCT/DE 00/01540 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent f amiiy 
member(s) 



Publication 
date 



DE 19823454 



WO 



9960156 A 



25-11-1999 



Fofin PCT/ISA/210 (patsntfa>nlyanns«) (July 1992) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL^^RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 

IPK 7 B01J19/00 C07K1/04 



Nach der International en PatentMassifikation (iPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



tales Aktenzeichen 



PCT/DE 00/01540 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikationssystem und lOassifikatlonssymboJe ) 

IPK 7 BOIJ C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der interna tion a len Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venAfendete Suchbegnffe) 

WPI Data, PAJ, EPO-Internal 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie"* Bezek;hnung der Veroffenttichung. soweit erforderirch unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



us 5 510 270 A (FODOR STEPHEN P A ET AL) 
23. April 1996 (1996-04-23) 
Spalte 6, Zeile 59 - Zeile 60 
Spalte 7, Zeile 18 - Zeile 20 
Spalte 13, Zeile 3 -Spalte 14, Zeile 26 
Spalte 15, Zeile 46 -Spalte 18, Zeile 21 
Abbildungen 1,8A 

US 5 293 437 A (NIXON MICHAEL A) 

8. Marz 1994 (1994-03-08) 

Spalte 2, Zeile 43 -Spalte 3, Zeile 11 

-/-- 



Betr. Anspruch Nr. 



I- 3,5,6, 

II- 17,19 



1-4,16 



m 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feid C zu 
entnehmen 



10 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besoodere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
'A* Veroffenttichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" al teres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentficht worden Ist 

"L' Veroffenttichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentfichungsdatum einer 
anderen im flechefXJhenbericht genannten Ver6ffentltt:hung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"0" Veroffenttichung. die sich auf eine miindiche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffenttcfmng. die vor dem intern ationaien Anmeldedatum, al>er nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spatere Veroffenttichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Arvneldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugiundelieger^den 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffenttrchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffenttichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y' Veroffentikihung von besonderer Bedeutung: die t>eanspruchte Erfindung 
kann nicht aJs auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffenttichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahefiegend ist 
VeroffentlicfKmg, die Mitgiied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



29. September 2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherohenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tei. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni. 
Fax: (+31-70)340^16 



Absendedatum des intemationalen Recherchentserichts 



09/10/2000 



Bevotlmachtigter Bediensteter 



Krametz, E 



FormWatt PCT/15A/210(Blan2)(Jult 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONi^^i^^ RECHERCHENBERICHT |M^ationai» AMenzeiciKn 

PCT/DE 00/01540 



1 



C.(Fortseteung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie° 


Bezeichnung der Veroffenttichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


3etr. Anspruch Nr. 


A 


PEASE A C ET AL: "LIGHT-GENERATED 
OLIGONUCLEOTIDE ARRAYS FOR RAPID DNA 
SEQUENCE ANALYSIS" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, US, NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCE. WASHINGTON, 

Bd. 91, 1. Mai 1994 (1994-05-01), Seiten 
5022-5026, XP000196311 
ISSN: 0027-8424 

Seite 5022, rechte Spalte, Absatz 4 -Seite 
5023, linke Spalte, Absatz 1 


1,2,6,7, 

13,14, 

16,17 


A 


US 5 571 639 A (HUBBELL EARL A ET AL) 
5. November 1996 (1996-11-05) 
Spalte 16, Zeile 52 -Spalte 18, Zeile 12 
Abbildung 10 


1,16 


A 


6B 2 270 189 A (THERMOTOR LIMITED) 
2. Marz 1994 (1994-03-02) 
Seite 1, Zeile 7 - Zeile 19 


11 


P,A 


DE 198 23 454 A (EPIGENOMICS GMBH) 
25. November 1999 (1999-11-25) 

Spalte 2, Zeile 42 -Spalte 4, Zeile 56 
Abbildung 2 


1,6-8, 
10,11, 
13,14, 
16,17 
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PCT/DEOO/01540 



PAT T COOPERATION TREATY^ 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office PPT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
14 February 2001 (14.02.01) 


International application Na 
PCT/DEOO/01540 


Applicant's or agent's file reference 
E01/1108/WO 


International filing date (day/month/year) 
12 May 2000(12.05.00) 


Priority date (day/month/year) 
14 May 1999(14.05.99) 


Applicant 

BRAUN, Aron etal 





1. The designated Office Is hereby notified of Its election made: 



I X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
14 December 2000 (14.12.00) 
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Certain observations on the intemational application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


X 



Date of submission of the demand 

14 December 2000(14.12.00) 


Date of completion of this report 

07 August 2001 (07.08.2001) 


Name- and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



International a p plication No. 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



PCT/DEOO/01540 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I [ the international application as originally filed 

^1 the description: 

pages 1-15 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-19 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



^ the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/1 



, as originally filed 
, filed with the demand 



filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the intemational application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is' 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of intemational search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the intemational application (under Rule 48.3(b)). 

O the language of the translation furnished for the purposes of intemational preliminarj' examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application, the intemational 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the intemational application in written form. 

filed together with the intemational application in computer readable form. 

fumished subsequently to this Authority in written form. 

fumished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
intemational application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been fumished. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



2 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70,2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70 16 
and 70 J 7). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicabilit>'; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



10 



1-9, 11-19 



1-19 



1-19 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. This report makes reference to the following 
document : 



Dl: US-A-5 510 270. 



2 . Dl discloses a device for carrying out a process for 
producing a set of polymers (e.g. polynucleotides). 
The device comprises a substrate, means for 
selectively irradiating predetermined areas of the 
substrate surface (e.g. optical fibres) and a 
radiation source (e.g. laser or incandescent 
filament lamp) . Dl clearly discloses that exposure 
of the substrate surface can be produced not only by 
selectively covering the substrate, but also by 
optical means located directly over the substrate 
surface (see the abstract; column 1, lines 27-36; 
column 3, line 25 - column 4, line 16; column 1, 
lines 18-20; column 8, lines 63-64; column 13, line 
3 - column 14, line 26; in particular column 14, 
lines 10-25; column 15, line 46 - column 18, line 
21; column 21, lines 12-26; and Figures 1, 8 and 9) . 

Consequently, Dl is detrimental to the novelty of 
Claims 1-9 and 11-19 (PCT Article 33(2)). 
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3. The additional feature of Claim 10 is generally 

known to a person skilled in the art. Consequently, 
the claimed subject matter is not inventive (PCT 
Article 33 (3) ) . 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii) , the description 

does not cite document Dl or indicate the relevant 
prior art disclosed therein. 
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Inlemalional application No. 
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VIII Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drauongs or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made; 

1. The features in the device Claims 5-7 concern a 

method for using the device and not the definition 
of the device on the basis of its technical 
features. The intended restriction are therefore not 
clear from the claim, thereby contravening PCT 
Article 6. 
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Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

E01/1108/WO 


WEITERES Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
. Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
vORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/01540 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

12/05/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

14/05/1999 


Anmelder 

EPIGENOMICS GMBH 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemafi 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



. Blatter. 



Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 

[X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



2. 
3. 



Grundlage des Berlchts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ut>ersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

I 1 in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Q Die Erklamng, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen 
wurde vorgelegt. 

I I Bestlmmte AnsprUche haben sich als nicht recherchlerbar erwiesen (siehe Feld I). 
I I Mangelnde Elnhettllchkett der Erf Indung (siehe Feld 1 1). 

Hinsichtlich der Bezelchnung der Erf Indung 

Pn wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
Anmelder kann der Behorde innerhalb elnps MnnatQ n»nh Hom r^otnm Har AKcanrtunn 



□ 
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Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

1 



Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 
pn wie vom Anmelder vorgeschlagen 
! I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 
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Feld III 



WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1) 



Die Zusammenfassung wird wie folgt geandert : 

Zeile 3 : nach "Lichtquel le" ist "(A)" einzufugen ; 
Zeile 4 : nach "Lichtleiterbundel" ist "(F)" einzufugen, 

und nach "Steuerungseinheit" ist "(B)" einzufugen. 
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(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 
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(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): EPI GE- 
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(74) Anwalt: SCHUBERT, Klemens; Joachimstrasse 9, 0-10119 
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(81) Hestimmungsstaaten: AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA 
BB, BG, BR, BY, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE,* DK,' 
DM, OZ, EE. ES, PI, GB, GO, GE, GH, GM, HR, Hu! 
ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, 
LS, LT, LU, LV, MA, MO, MG, MK, MN, MW, MX, NO, 
NZ, PL, PT, RO, RU, SO, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, 
TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN. YU, ZA, ZW, ARIPO 
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Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

Vor AblaufderjUr Anderungen der AnsprUche zugelassenen 

Frist; Verdffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: DEVICE AND METHOD FOR PHOTOLITHOGRAPHICALLY IRRADIATING BIOLOGICAL SUBSTANCES 

(54) Bezeichnung: VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUR PHOTOLITHOGRAPHISCHEN BELICHTUNG VON BIOLOGISCHEN 
STOFFEN 

(57) Abstract 



The invention relates to a device and method for photo! ithographi- 
cally irradiating biological substances. Said device comprises at least one 
light source (A), a bundle of optical waveguides (F) and a control unit 
(B), whereby each optical waveguide can be independently controlled us- 
ng light and/or light can be injected into each optical waveguide. The 
device is suited, in particular, for exposing DNA chips, PNA chips or 
peptide chips to light. 

(57) Zusanuncnfassung 

Es wird eine Vorrichtung und ein Verfahren zur photolithographis- 
chen Belichtung von biologischen Stoffen beschrieben, umfassend min- 
destens eine Lichtquelle (A), ein Lichtleiterbundel (F) und eine Steuerung- 
seinheit (B), wobei jeder der Lichtleiter unabhangig voneinander mil 
Licht ansteuerbar und/oder Licht in diesen einkoppelbar ist. Die Vorrich- 
tung ist insbesondere zur Belichtung von DNA-,PNA- oder Peptid-Chips 
geeignet. 
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Vorrichtung und V rfahren zur photolithographischen Be- 
lichtung von biologischen Stoffen 

5 Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren 
zur photolithographischen Belichtung von biologischen 
Stoffen. 

DNA-Chips sind kleinste, meist planare Oberflachen, auf 

10 welchen raumlich geordnet eine groBe Anzahl verschiedener 
Oligomere (kurze, einstrangige DNA-Molekule) angebracht 
sind. Solche Chips werden beispielsweise zur parallelen 
Erkennung zahlreicher DNA-Sequenzen in einer praparierten 
Gewebeprobe verwendet. Dazu benetzt man die Chipoberfla- 

15 che luit einer Losung von einstrangigen DNA-Stucken aus 
der Gewebeprobe, worauf sich komplementar passende DNA- 
Stucke aus der Losung an die entsprechenden, an die Chi- 
poberfache angebrachten Oligomere anlagern (Hybridisie- 
rung) , Danach bestimmt man mit einer geeigneten Methode 

20 wie z.B. Fluoreszenzmarkierung, an welchen Stellen auf 

dem Chip eine Hybridisierung stattgef unden hat. Wenn man 
weiss, wo auf dem Chip welche Oligomere angebracht sind, 
kann man somit Riickschlusse auf DNA-Sequenzen in der Ge- 
webeprobe machen. Dazu definiert man in der Kegel auf der 

25 Chip-Tragerf lache ein dichtes rechtwinkliges Raster. Auf 
jedem Rasterpunkt ist in Form eines kleinen Flecks genau 
eine Sorte von Oligomer angebracht. Die maximal mogliche 
Anzahl von verschiedenen DNA-Sequenzen auf dem Chip ist 
demzufolge gleich der Anzahl der Rasterpunkte . Da man 

30 moglichst viele Sorten von Oligomeren auf einen Chip auf- 
bringen will, die Chips aber gleichzeitig so klein wie 
moglich sein sollten, um effektiv hybridisiert werden zu 
konnen, ist es ein wichtiges Ziel bei der Herstellung von 
DNA-Chips, eine moglichst hohe Rasterdichte zu erreichen. 



35 
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Im Stand der Technik sind verschiedene Verfahren zur DNA- 
Chip Herstellung bekannt. 

1) Alle Oligomere werden auf herkommliche Weise einzeln 
5 im Reagenzglas synthetisiert und danach an den vorgesehe- 
nen Rasterpunkten auf den Trager aufpipettiert , typi- 
scherweise von einer automatischen Micropipettieranlage , 
Diese Methode ist sehr aufwendig und teuer, da jedes Oli- 
gomer einzeln hergestellt bzw. gekauft und von Hand der 
10 Pipettieranlage zugefuhrt werden muss. Die Rasterdichte 
ist durch die hohe Winkelungenauigkeit der heute verfiig- 
baren, typischerweise piezoelektrischen Mikropipetten 
stark limitiert. 

15 2) Die Oligomere werden mit Hilfe einer automatischen Mi- 
kropippetieranlage direkt auf dem Chip synthetisiert- Auf 
jedem Rasterpunkt wird die dort vorgesehene Oligomerkette 
Baustein fur Baustein (Nukleobasen) aufgebaut. Das chemi- 
sche Verfahren ist grundsatzlich das selbe wie bei der 

20 herkommlichen Oligomer-Synthese im Reagenzglas. Der 

Unterschied ist, dass alle Oligomere gleichzeitig, von 
einer einzigen automatischen Anlage direkt am vorgesehe- 
nen Bestimmungsort hergestellt werden. Die bei Methode 1) 
separaten Arbeitsschritte Oligomer-Synthese und Micropi- 

25 pettierung werden somit zu einem einheitlichen Arbeits- 
schritt zusammengefasst . Diese in situ Synthese lauft 
normalerweise wie folgt ab: Auf einem vorpraparierten 
Substrat tropft der Pipettierautomat sequentiell auf je- 
dem Rasterpunkt die dort vorgesehene erste Nukleobase 

30 auf. Dies ist mechanisch nicht sehr aufwendig, da es nur 
4 verschiedene Nukleobasen (C, T, G, A) gibt . Man kann 
dafiir z.B. 4 aneinandergekoppelte Micropipetten verwen- 
den. Nach dem Auftragen des ersten Nukleosidbausteins auf 
jedem Rasterpunkt wird das Substrat gewaschen und nach 

35 einem "Capping Schritt" die Schutzgruppen an den 5' -OH 
Funktionen entfernt, um die Reaktion mit dem jeweils 
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nachf olgenden Nukleosidbaustein zu ermoglichen. Danach 
wird an jedem Rasterpunkt die zweite Nukleobase aufpipet- 
tiert- Das Substrat wird dann wieder gewaschen und ent- 
schiitzt. Auf diese Weise baut man Schritt fur Schritt auf 
5 jedem Rasterpunkt die jeweils erf orderlichen Oligomerket- 
ten auf. Diese Methode ist nicht besonders schnell, da 
nacheinander auf jedem Rasterpunkt fur jede Nukleobase 
neu pipettiert werden muss, Wie bei Methode 1) ist die 
Rasterdichte durch die Ungenauigkeit der Micropipetten 
10 beschrankt. Die Ungenauigkeit wirkt sich hier noch 

schlimmer aus, da jeder Rasterpunkt mehrmals nacheinander 
auf moglichst identische Weise getroffen werden muss. 

3) Die Oligomere werden wie bei 2) direkt auf dem Trager 

15 synthetisiert , die gezielte Anbindung der richtigen 

Nukleobasen an den richtigen Rasterpunkten geschieht je- 
doch durch eine vollkommen parallele, photolithographi- 
sche Technik anstelle von sequenziellen, zielgenauen Pi- 
pettierschritten . Das Verfahren basiert darauf, dass man 

20 mit Licht einer bestimmten Wellenlange gezielt die 5' -OH 
Schutzgruppen von Oligonukleotiden entfernen kann. Durch 
geeignete ortliche Bestrahlungsmuster kann man somit Oli- 
gonukleotid-Enden an genau jenen Rasterpunkten reaktions- 
fahig machen, an denen man im nachsten Schritt eine neues 

25 Nukleosid anbringen will. Bei vollstandiger Benetzung der 
Chipoberf lache mit einer Nukleotidbaustein-Losung wird 
somit nur an den vorher belichteten Stellen ein Nukleo- 
tidbaustein angebunden, alle unbelichteten Stellen blei- 
ben unverandert. Die ortlichen Belichtungsmuster werden 

30 erzeugt, indem man eine microphotographische schwarz- 

weiss Maske zwischen dem Substrat und der Lichtquelle po- 
sitioniert, die alle Rasterstellen abdeckt, die nicht re- 
aktionsfahig gemacht werden sollen. Die Verlangerung der 
Oligomer-Ketten auf alien Rasterpunkten um eine Nukleoba- 

35 se geschieht demnach wie folgt: Mit Hilfe einer ersten 

Maske werden genau jene Rasterpunkte belichtet, welche um 
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die erste der 4 moglichen Sorten von Nukleobasen (z.B. C) 
erweitert werden miissen. Danach wird der Chip mit einer 
Losung des entsprechenden Nukleotidbausteins benetzt, 
worauf nur die belichteten Punkte um diese Base verlan- 
5 gert werden , Da die neu angebundenen Basen noch alle uber 
eine Schutzgruppe verfugen, werden sie in den folgenden 
Schritten nicht weiter reagieren, bis ihre Schut zgruppen 
durch eine weitere Belichtung abgespaltet werden. Nach 
diesem Reaktionsschritt wird der Chip gewaschen. Nun wer- 

10 den mit Hilfe einer zweiten Maske genau jene Rasterstel- 
len belichtet, welche um die zweite der 4 moglichen Sor- 
ten von Nukleobasen (z.B. T) erweitert werden mussen. 
Darauf wird der Chip wiederum mit einer Losung des ent- 
sprechenden Nukleotidbausteins benetzt und die belichte- 

15 ten Stellen dadurch um diese Base verlangert. Genauso 

verfahrt man fur die verbleibenden zwei Basen (z.B. G und 
A) . Fur die Verlangerung aller Oligomere um eine Nukleo- 
base benotigt man demzufolge vier Belichtungsschritte 
bzw. 4 Photomasken. Diese Methode ist wegen der hohen 

20 Parallelitat sehr effizient, zudem ist sie wegen der ho- 
hen Prazision, die mit Photolithographie erreicht werden 
kann, geeignet, um sehr hohe Rasterdichten zu erzielen. 
Allerdings ist die Methode sehr aufwendig und somit teu- 
er, da man fur die Herstellung einer bestimmten Sorte von 

25 Chip zuerst eine grosse Anzahl von Photomasken erzeugen 
muss. Bei hohen Rasterdichten werden zudem hohe Anforde- 
rungen an die Positionierungsgenauigkeit der Masken wah- 
rend der Belichtung gestellt, die effizient nur durch 
Verwendung von teuren Apparaturen erfullt werden konnen. 

30 

4) Es wird dasselbe Verfahren angewandt wie bei 3), nur 
verwendet man anstelle der grossen Zahl von photographi- 
schen Masken eine einzige, transmissive Fliissigkristall- 
anzeige, die elektronisch angesteuert wird und als dyna- 
35 mische Maske dient. Diese Methode ist einfach und billig, 
da keine photographischen Masken erzeugt werden mtissen 
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und das Positionierungsproblem entfallt. Ein mogliches 
Problem dieser Methode ist der limitierte optische Kon- 
trast der heute verfiigbaren Flussigkristallanzeigen (ma- 
ximal 1:100). Das Lichtintensitatsverhaltnis zwischen be- 
5 lichteten und abgedeckten Punkten wird dadurch reduziert, 
was eine Ausbeuteverminderung bei der Oligomersynthese 
zur Folge haben kann. 

Diese Methoden nach dem Stand der Technik weisen eine 
10 Reihe von Nachteilen auf . Unter den oben beschriebenen 

Herstellungsmethoden fiir DNA-Chips ist die photolithogra- 
phische Methode mit dynamischen Fliissigkristall-Masken 
die einzige, die eine einfache, billige und zuverlassige 
Herstellung von Chips mit hoher Rasterdichte erlaubt. Der 
15 mangelhafte Kontrast der Flussigkristallanzeigen hat je- 
doch eine Verminderung der Qualitat der Oligomerpunkte 
zur Folge, was letztendlich die Detektionsempf indlichkeit 
des Chips vermindert- 

20 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine 

Vorrichtung zu schaffen, welche die Nachteile des Standes 
der Technik iiberwindet. Eine weiter Aufgabe der Erfindung 
ist die Schaffung eines weiteren Verfahrens zur photoli- 
thographischen Belichtung biologischer Stoffe. 

25 

Die Aufgabe wird durch die kennzeichneten Merkmale des 
Hauptanspruchs gelost, Vorteilhafte Ausgestaltungen der 
Erfindung sind in den abhangigen Unteranspruchen gekenn- 
zeichnet . 

30 

Die Aufgabe wird erf indungsgemafi dadurch gelost, daB eine 
Vorrichtung zur photolithographischen Belichtung von bio- 
logischen Stoffen geschaffen wird, umfassend mindestens 
eine Lichtquelle, ein Lichtleiterbundel und eine Steue- 
35 rungseinheit, wobei jeder der Lichtleiter unabhangig von- 
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einander mit Licht ansteuerbar und/oder Licht in diesen 
einkoppelbar ist. 

Bevorzugt ist es dabei, dali die Lichtquelle monochromati- 
5 sches Oder kontinuierliches Licht in einem Wellenlangen- 
bereich von 100 bis 800 rm aussendet. Besonders bevorzugt 
ist es, daJi die Lichtquelle ein Laser, eine Leuchtdiode, 
eine Metalldampf lampe, eine Gasentladungslampe, eine Gas- 
anregungslampe, eine Gliihf adenlampe Oder eine Lichtbogen- 
10 lampe ist. 

Weiterhin vorteilhaft ist es, dali zur Ansteuerung der 
einzelnen Lichtleiter Leuchtdioden und/oder optische 
Schalter angeordnet sind, 

15 

Besonders vorteilhaft ist es ferner, daii zu belichtende 
Stoffe direkt an den Enden der Lichtleiter aufgebracht 
sind. Bevorzugt ist es aber auch, dafi zu belichtende 
Stoffe auf einem separaten Trager angeordnet sind. 

20 

Ganz besonders bevorzugt ist es, dali zu belichtende Stof- 
fe auf einem separaten Trager angeordnet sind, wobei die- 
ser Trager ein DNA-Chip, ein PNA-Chip oder ein Peptid- 
Chip ist. 

25 

Erf indungsgemali weist die Vorrichtung vorzugsweise zu- 
satzlich mindestens einen Detektor auf. 

Bevorzugt ist dabei, daS mindestens einer der Detektcren 
30 derart angeordnet ist, daJi dieser das zur Belichtung ver^ 
wendete Licht erfalit und/oder mindestens ein Detektor 
derart angeordnet ist, dali dieser das von den belichteten 
Stoffen reflektierte und/oder durch Fluoreszenz erzeugte 
Licht erfalit und dali zur Lichtfiihrung fur die Detektoren 
35 gegebenenf alls Lichtleiter und/oder Lichtleiterbundel 



vorgesehen sind. Insbesondere bevorzugt ist hierbei, dalJ 
die Detektoren CCD-Detektoren und/cder CCD-Kamera sind. 

Ganz besonders bevorzugt ist es, daft zur Ansteuerung der 
5 einzelnen Lichtleiter eine dynamische Maske vorgesehen 

ist. Besonders bevorzugt ist es auch, daft zur Ansteuerung 
der einzelnen Lichtleiter ein Satz von statischen Masken 
vorgesehen ist. 

10 Aufterst bevorzugt ist eine erf indungsgemafte Vorrichtung, 
wobei die Lichtquelle ein solches Spektrum von Wellenlan- 
gen emittiert, welches die Entschutzung von Nukleotiden, 
Nukleotidanaloga und Peptid-Nukleinsaurebausteinen zur 
Kettenverlangerung und zum Aufbau von Oligomeren bewirkt 

15 und daft zwischen dieser Lichtquelle und dem Substrat ein 
Biindel von Lichtleiterf asern angeordnet ist, in welche 
jeweils durch gezielte Ansteuerung selektiv Licht einkop- 
pelbar ist und daft hinter dem Lichtleiterbundel die Fest- 
phase, auf der die Oligomersynthese stattfindet, prazise 

20 und Starr positioniert ist und daft die Festphase, auf 

welcher die Oligomersynthese stattfindet, in einer Kammer 
angeordnet ist, in die durch weitere Vorrichtungen die 
zur DNA Oder PNA Synthase notwendigen Losungen und/oder 
Reagenzien an diese Festphase heranfiihrbar sind. 

25 

Bevorzugt ist es erf indungsgemaft hierbei, daft man als 
Festphase, auf der die Oligomersynthese stattfindet, ei- 
nen separaten Trager anordnet. Erf indungsgemaft bevorzugt 
ist ferner, daft die Enden der Lichtleiterf asern selbst 
30 die Festphase zur Durchfiihrung der Oligomersynthese sind. 

Ein weitere Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur photolithographischen Belichtung von biolo- 
gischen Stoffen, wobei man diese auf einer Oberflache o- 
35 der am Ende eines Lichtleiters anordnet und mittels 

Licht, welches durch Lichtleiter gefiihrt ist und aus ei- 
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ner Lichtquelle stammt/ welche am anderen Ende der Licht- 
leiter angeordnet ist, belichtet, wobei man jeden Punkt, 
welcher einem Lichtleiterende gegeniiberliegt , unabhangig 
von den anderen Punkten belichtet, wobei man das Belich- 
5 tungsmuster mittels einer Steuerungseinheit vorwahlt. 

Bevorzugt ist es hierbei namlich zur Belichtung von DNA- 
oder PNA-Chips, daii man Licht der Wellenlangen verwendet, 
welches die Entschiitzung von Nukleotiden, Nukleotidanalo- 

10 ga und Peptid-Nukleinsaurebausteinen zur Kettenverlange- 
rung und zum Aufbau von Oligomeren bewirkt und dali man 
zwischen dieser Lichtquelle und dem Substrat ein Bundel 
von Lichtleiterf asern anordnet, in welche jeweils durch 
gezielte Ansteuerung selektiv Licht eingekoppelt wird und 

15 daJi man hinter dem Lichtleiterbiindel die Festphase, auf 
der die Oligomersynthese stattfindet, prazise und starr 
positioniert und dali man die Festphase, auf welcher die 
Oligomersynthese stattfindet, in einer Kammer anordnet, 
in die man durch weitere Vorrichtungen die zur DNA oder 

20 PNA Synthese notwendigen Losungen und/oder Reagenzien an 
diese Festphase heranfiihrt. 

Erf indungsgemafi bevorzugt ist ferner, daft man nach er- 
folgter Oligomerisierung auf den DNA- Oder PNA-Chips wei- 
25 terhin die nachf olgenden Hybridisierungen mit einer Ziel- 
DNA durchfiihrt. 

Erf indungsgemaft ist ferner ein Verfahren, wobei man zur 
Durchfiihrung des Verfahrens eine erf indungsgem.afte Vor- 
30 richtung verwendet. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dali die erf indungsge- 
mafte Vorrichtung eine einfache und preiswerte photolitho- 
graphische Herstellung von DNA-Chips hoher Rasterdichte 
35 mit einem Belichtungskontrast von weit uber 1:100 ermog- 
lichen. Dadurch wird erstmals die einfache Produktion von 



qualitativ hochstehenden DNA-Chips in jedem beliebigen 
Labor moglich. 

Die erf indungsgemafte Vorrichtung und das Verfahren losen 
5 die gestellte Aufgabe auf vollig neuartige Art und Weise 
durch Kombination kommerziell erhaltlicher Komponenten. 
Es ermoglicht die billige Herstellung von DNA-Chips in 
einer Qualitat, wie sie vorher nicht moglich war. 

10 Das grundlegende Konzept der erf indungsgemalien Vorrich- 
tung und des Verfahrens besteht darin, dass man ein be- 
stimmtes Belichtungsmuster auf dem Substrat nicht durch 
gezielte Abdeckung von Rasterpunkten mit Hilfe einer sta- 
tischen oder dynamischen Maske erzeugt, sondern indem man 

15 individuell jedem zu belichtenden Rasterpunkt das Licht 
direkt liber einen optischen Lichtleiter zufuhrt. Es muss 
also iiber jedem Rasterpunkt das Ende einer optischen 
Lichtleiterf aser so angebracht sein, dass bei Lichtein- 
kopplung in die Faser das am Ende austretendes Licht ge- 

20 nau den entsprechenden Rasterpunkt beleuchtet. Es werden 
folglich genau so viele Lichtleiterf asern benotigt wie 
Rasterpunkte vorgesehen sind. Urn so beliebige Belich- 
tungsmuster erzeugen zu konnen, muss unabhangig fiir jede 
einzelne Lichtleiterf aser gesteuert werden konnen, ob ihr 

25 zu einem gegebenen Zeitpunkt Licht eingekoppelt wird oder 
nicht. Durch gezieltes Einkoppeln bzw. nicht Einkoppeln 
von Licht in die richtigen Fasern kann man somit bei je- 
dem Belichtungsschritt ausschliesslich jene Rasterpunkte 
belichten^ die aktiviert werden miissen^ wahrend man alle 

30 anderen unbelichtet lasst. 

Das gezielte Einkoppeln von Licht in die jeweils richti- 
gen Fasern muss vollautomatisch elektronisch gesteuert 
werden konnen, damit die Methode einfach durchfiihrbar 
35 ist. Eine mogliche technische Losung ist, am Anfang jedes 
Lichtleiters eine eigene, elektrisch ein- und ausschalba- 
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re Lichtquelle (z.B. eine Laserdiode richtiger Wellenlan- 
ge) anzbringen. Eine andere Moglichkeit ist die Verwen- 
dung von kommerziell erhaltlichen, elektrisch ansteuerba- 
ren optische Schaltern, Es handelt sich dabei um eine 
5 Hardware-Komponente mit 2 Anschlussen fiir 2 Lichtleiter- 
fasern und einem elektrischen Steuerungseingang . Durch 
ein elektrisches Signal am Steuerungseingang kann be- 
stimmt werden, ob die beiden Lichtleiterf asern optisch 
verbunden werden sollen oder nicht. Fiir jeden Rasterpunkt 

10 benotigt man somit einen optischen Schalter und zwei 

Lichtleiterf asern. Dem freien Ende der ersten Faser kop- 
pelt man permanent Licht ein, das freie Ende der zweiten 
Faser dient als Lichtausgang und wird iiber dem jeweiligen 
Rasterpunkt befestigt. Fur die Lichteinkopplung genugt 

15 eine einzige Lichtquelle, wenn man alle Eingangsf asern 
entsprechend bundelt- 

Fur die elektrische Steuerung sind beide Methoden der ge- 
zielten Lichteinkopplung gleichwertig . Man benotigt le- 
20 diglich eine Ansteuerelektronik, die jeden Rasterpunkt 
individuell adressieren kann. Grundsatzlich spielt es 
keine grosse Rolle, ob man dabei Leuchtdioden oder opti- 
sche Schalter ansteuert. 

25 Eine weitere Moglichkeit zur gezielten Lichteinkopplung 
in die einzelnen Fasern des Lichtleiterf aserbiindels ist 
die Verwendung von automatisch positionierten statischen 
Masken (z.B. Photo- oder Lochmasken) oder einer elektro- 
nisch ansteuerbaren dynamischen Maske (z.B. LCD) ^ welche 

30 man zwischen die Lichtquelle und die Eingangsseite des 

Faserbundels bringt. Mit den Masken kann man gezielt jene 
Fasereingange verdecken, in die beim jeweiligen Belich- 
tungsschritt kein Licht eingekoppelt werden soil. Die 
Masken konnen dabei geometrisch anders angeordnet und 

35 insbesondere viel groRer sein als die zu belichtende Ar- 
rayflache, da auf der Einkopplungsseite das Lichtleiter- 
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bundel beliebig aufgefachert bzw. in die einzelnen Fasern 
aufgetrennt warden kann. 

Fiir die maximal erzielbare Chip-Rasterdichte ist es 
5 grundsatzlich irrelevant, wieviel Platz das Lichteinkopp- 
lungssystem (einzelne Lichtquellen, optische Schalter, 
statische Oder dynamische Masken) beansprucht. Die Ra- 
sterdichte ist allein davon abhangig, wie dicht man die 
Faserenden biindeln kann, an denen das Licht austritt, 

10 Diese Moglichkeit der geometrischen Verdichtung stellt 
den wesentlichsten Nutzen der Erfindung dar. Bei einem 
typischen Faserdurchmesser urn 100 Mikrometer kann man auf 
der Belichtungsseite ungefahr 10000 Rasterpunkte auf ei- 
nem Quadratzentimeter erreichen, was fiir viele Anwendun- 

15 gen hinreichend ist. 

Falls es zu aufwendig ist, die iiber dem Substrat anzu- 
bringenden Lichtleiterf aserenden in einem gleichmassigen, 
rechtwinkligen Gitterraster anzuordnen, kann man auch ein 

20 ungeordnetes Faserbiindel liber dem Substrat befestigen* 
Die Punkte auf einem so angef ertigten Chip sind dann 
nicht mehr rasterf ormig, sondern zufallig und 
unregelmaliig angeordnet. Trotzdem sind bei alien Chips, 
die mit derselben Lichtleiteranordnung hergestellt worden 

25 sind, die Positionen der Punkte identisch. Grunsatzlich 
kann man wissen, welche Oligomersorte an welcher Stelle 
des Chips synthetisiert worden ist. Es geniigt fur eine 
gegebene Syntheseanordnung mit zufalliger 
Lichtf aserbundelung, ein einziges Mai nacheinander jedem. 

30 einzelnen Lichtleiter Licht einzukoppeln, und mit einem 
hochauf losendem CCD-Detektor , der in die Substratebene 
gelegt wird, die Position der austretenden Lichtkegel 
festzustellen, Auf diese Weise kann man eine vollstandige 
Tabelle mit der Zuordnung aller Ansteuerungsadressen zu 

35 den entsprechenden x-y Substratpositionen erstellen. 

Diese Information verwendet man spater bei der Auswertung 
aller Chips, die mit der entsprechenden Anordnung 
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Chips, die mit der entsprechenden Anordnung hergestellt 
werden . 

Fur eine Auswertung nach dem Fluoreszenzmarkierungsver- 
5 fahren kann man optional die selbe ungerasterte Lichtlei- 
teranordnung verwenden, die man bei der Herstellung ver- 
wendet hat, nur dass man nun am anderen Faserende nicht 
Licht einkoppelt, sondern mit Photodetektoren das jetzt 
stellenweise auf der Substratseite eintretende Fluores- 

10 zenzlicht misst. Dazu muss man an Stelle der Lichtquel- 
le(n) an jedem Faserende einen separaten Photodetektor 
anbringen. Ein seiches optisches Lesesystem mit Lichtlei- 
tern kann die Chip-Detektion gegenuber der herkommlichen 
Detektionsmethode mit CCD-Detektoren erhebliche vereinfa- 

15 chen. 

Eine sehr interessante und neuartige Anwendungsvariante 
des hier beschriebenen DNA-Chip Syntheseverf ahrens ist 
die Synthese von Oligomeren direkt auf den Lichtleiteren- 

20 den anstatt auf einem separaten Substrat. Dies kann er- 

reicht werden, indem man die Lichtleiterf aser-Endf lachen, 
durch die das Licht austritt, auf ahnliche Weise chemisch 
prapariert wie sonst bei herkommlichen DNA-Chips 
Tragerf lache . Dadurch wird jedes Licht leiterende selber 

25 zu einem kleinen, unabhangigen Trager, auf welchem man 
nun mit der ublichen photolythographischen Chemie genau 
eine Sorte von Oligomer synthetisieren kann. Das photoak- 
tivierende Licht wird somit nicht mehr von aussen auf die 
Trageroberf lache auf gestrahlt , sondern tritt direkt an 

30 der Trageroberf lache aus dem transparenten, lichtleiten- 
den TrSgermaterial aus. Statt einer einzigen Tragerf lache 
mit vielen verschiedenen, kleinen Oligomerpunkten hat man 
nun eine Vielzahl von getrennten kleinen Tragerf lachen 
mit je einer Sorte von Oligomer darauf, Wie bei den her- 

35 kommlichen Chips mussen die Oligomerpunkte dicht beiein- 
ander liegen, damit sie fur eine effiziente Hybridisie- 
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rung verwendet werden konnen. Dies kann wie oben be- 
schrieben durch dichte Bundelung der Faserenden erreicht 
werden . 

5 Bei einer solchen Synthese auf Lichtleiterenden bleibt 
die hergestellte Oligomerpunkteschar untrennbar mit der 
zur Herstellung verwendeten Vorrichtung verbunden. Hybri- 
disierung und anschliessende Detektion werden dann eben- 
falls an den Lichtleiterenden vorgenommen, wobei man ftir 

10 eine Fluoreszenzdetektion wieder die Lichtleiter in umge- 
kehrter Richtung zum Auslesen der Fluoreszensignale ver- 
wendet. Nach einem Synthese-Hybridisierung- 
Detektionszyklus kann man die Lichtleiterf aserspitzen 
chemisch reinigen und die Vorrichtung somit fiir eine Neue 

15 Synthese bereitmachen . 

Die vorliegende Erfindung soil anhand der beigefiigten 
Zeichnung naher erlautert werden. 

20 Es zeigen: 

Fig. 1 den schematischen Aufbau einer ersten Ausfiihrungs- 
form der erf indungsgemaften Vorrichtung, bei welcher die 
Ansteuerung der Fasern durch optische Schalter darge- 
25 stellt ist; 

Fig. 2 den schematisch Aufbau einer zweiten Ausfiihrungs- 
form der erf indungsgemaBen Vorrichtung, bei welcher die 
Ansteuerung der Fasern durch einzelne Lichtquellen darge- 
30 stellt ist; 

Fig. 3 den schematischen Aufbau wahrend der Belichtung 
eines separaten Tragers (Chip) und 
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Fig. 4 den schematischen Aufbau wahrend der Belichtung^. 
wobei sich das Substrat direkt an den faserenden befin- 
det . 

5 In Figur 1 ist ein erstes Ausf uhrungsbeispiel einer er- 
f indungsgemafien Vorrichtung dargestellt. Aus der Licht- 
quelle A wird mittels der Lichtleiter F das Licht uber 
die elektrisch angesteuerten optischen Schalter B auf den 
Array-Trager C geleitet. Die Steuerung S, vorzugsweise 
10 ein Computer, sorgt fiir die entsprechende Ansteuerung der 
einzelnen Schalter B in vorgegebener Weise in Form einer 
dynamischen oder statischen Maske. 

In Figur 2 ist ein zweites Ausf uhrungsbeispiel einer er- 
15 f indungsgemaften Vorrichtung dargestellt. Aus einer Viel- 
zahl von der Lichtquellen A wird mittels der Lichtleiter 
F das Licht auf den Array-Trager C geleitet. Die Steue- 
rung S, vorzugsweise ein Computer, sorgt fiir die entspre- 
chende Ansteuerung der einzelnen Schalter A in vorgegebe- 
20 ner Weise. Auch hier kann die Ansteuerung in Form einer 
dynamischen oder statischen Maske erfolgen. 

Figur 3 zeigt im Detail, wie die einzelnen Substratpunkte 
E auf dem Array-Trager C durch die Lichtleiterf asern F 
25 belichtet werden. 

In Figur 4 ist gezeigt, daJb die Substrate direkt an der 
Enden der Lichtleiterf asern F angeordnet sind. 

30 Dem Fachmann ist klar, wie die einzelnen Bauteile in ei- 
ner erf indungsgemalien Vorrichtung anzuordnen sind. Auch 
die entsprechende Programmierung der Steuerung mittels 
Compute rprogrammen ist dem Fachmann an sich bekannt. 
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Bezugszeichenliste 

A: Lichtquelle 
5 B: elektrisch angesteuerter optischer Schalter 
C: Array-Trager 
D: Substrat an den Faserenden 
E: Substratpunkte auf dem Array-Trager 
F: Lichtleiterf aser 
10 S: Steuerung (Computer) 





PCT/DEOO/01540 



WO 00/69553 



16 



Patent anspruche 



1. 

5 



10 

2. 



15 

3. 

20 

4. 

25 

5. 

30 

6. 



Vorrichtung zur photolithographischen Belichtung von 
biologischen Stoffen, umfassend mindestens eine 
Lichtquelle, ein Lichtleiterbiindel und eine Steue- 
rungseinheit , wobei jeder der Lichtleiter unabhangig 
voneinander mit Licht ansteuerbar und/oder Licht in 
diesen einkoppelbar ist. 

Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daft die Lichtquelle monochromatisches oder kontinu- 
ierliches Licht in einem Wellenlangenbereich von 100 
bis 800 nm aussendet. 

Vorrichtung geiuSft Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , 
dali die Lichtquelle ein Laser^ eine Leuchtdiode, eine 
Metalldampf lampe, eine Gasentladungslampe, eine Gas- 
anregungslampe, eine Gliihf adenlampe oder eine Licht- 
bogenlampe ist. 

Vorrichtung gemali einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dafi zur Ansteuerung der ein- 
zelnen Lichtleiter Leuchtdioden und/oder optische 
Schalter angeordnet sind. 

Vorrichtung gemaJi einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dali zu belichtende Stoffe di- 
rekt an den Enden der Lichtleiter aufgebracht sind, 

Vorrichtung gemafi einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dali zu belichtende Stoffe auf 
einem separaten Trager angeordnet sind. 
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7. 



Vorrichtung gemali einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dali zu belichtende Stoffe auf 
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einem separaten Trager angeordnet sind^ wobei dieser 
Trager ein DNA-Chip, ein PNA-Chip oder ein Peptid- 
Chip ist. 

5 8. Vorrichtung gemaU einem der voranstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dali die Vorrichtung zusatz- 
lich mindestens einen Detektor umfalit. 

9. Vorrichtung gemaS Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , 
10 dali mindestens einer der Detektoren derart angeordnet 

ist, dali dieser das zur Belichtung verwendete Licht 
erfafit und/oder mindestens ein Detektor derart ange- 
ordnet ist, da/i dieser das von den belichteten Stof- 
fen reflektierte und/oder durch Fluoreszenz erzeugte 
15 Licht erfafit und dali zur Lichtfiihrung fur die Detek- 

toren gegebenenf alls Lichtleiter und/oder Lichtlei- 
terbiindel vorgesehen sind. 



10. Vorrichtung gemali einem der Anspriiche 8 oder 9, da- 
20 durch gekennzeichnet , dali die Detektoren CCD- 

Detektoren und/oder CCD-Kameras sind. 



11. Vorrichtung gemali einem 
dadurch gekennzeichnet , 
25 zelnen Lichtleiter eine 

ist . 



der voranstehenden Anspriiche; 
dali zur Ansteuerung der ein- 
dynamische Maske vorgesehen 



12. Vorrichtung gemafi einem der voranstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zur Ansteuerung der ein- 
30 zelnen Lichtleiter ein Satz von statischen Masken 

vorgesehen ist. 



13. Vorrichtung gemali einem der voranstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Lichtquelle ein sol- 
35 ches Spektrum von Wellenlangen emittiert, welches die 

Entschtitzung von Nukleotiden, Nukleotidanaloga und 
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Peptid-Nukleinsaurebausteinen zur Kettenverlangerung 
und zum Aufbau von Oligomeren bewirkt und dali zwi- 
schen dieser Lichtquelle und dem Substrat ein Biindel 
von Lichtleiterf asern angeordnet ist, in welche je- 
5 weils durch gezielte Ansteuerung selektiv Licht ein- 

koppelbar ist und dali hinter dem Lichtleiterbundel 
die Festphase, auf der die Oligomersynthese stattfin- 
det, prazise und starr positioniert ist und dafi die 
Festphase, auf welcher die Oligomersynthese stattfin- 
10 det, in einer Kammer angeordnet ist, in die durch 

weitere Vorrichtungen die zur DNA oder PNA Synthese 
notwendigen Losungen und/oder Reagenzien an diese 
Festphase heranfuhrbar sind. 

15 14. Vorrichtung gemaR Anspruch 13, dadurch gekennzeich- 
net, dafii man als Festphase, auf der die Oligomer- 
synthese stattfindet, einen separaten Trager anord- 
net . 



20 15. Vorrichtung gemali Anspruch 13, dadurch gekennzeich- 
net, daft die Enden der Lichtleiterf asern selbst die 
Festphase zur Durchfiihrung der Oligomersynthese sind. 



16- Verfahren zur photolithographischen Belichtung von 
25 biologischen Stoffen, wobei man diese auf einer Ober- 

flache oder am Ende eines Lichtleiters anordnet und 
mittels Licht, welches durch Lichtleiter gefuhrt ist 
und aus einer Lichtquelle stammt, welche am anderen 
Ende der Lichtleiter angeordnet ist, belichtet, v/obei 
30 man jeden Punkt, welcher einem Lichtleiterende gege- 

niiberliegt, unabhangig von den anderen Punkten be- 
lichtet, wobei man das Belichtungsmuster mittels ei- 
ner Steuerungseinheit vorwahlt. 
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17, Verfahren gemafi Anspruch 16, namlich zur Belichtung 
von DNA- Oder PNA-Chips, dadurch gekennzeichnet , daft 
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man Licht der Wellenlangen verwendet, welches die 
Entschiitzung von Nukleotiden, Nukleotidanaloga und 
Peptid-Nukleinsaurebausteinen zur Kettenverlangerung 
und zum Aufbau von Oligomeren bewirkt und daii man 
5 zwischen dieser Lichtquelle und dem Substrat ein Bun- 

del von Lichtleiterf asern anordnet, in welche jeweils 
durch gezielte Ansteuerung selektiv Licht eingekop- 
pelt wird und dali man hinter dem Lichtleiterbiindel 
die Festphase, auf der die Oligomersynthese stattfin- 

10 det, prazise und starr positioniert und dali man die 

Festphase, auf welcher die Oligomersynthese stattfin- 
det, in einer Kammer anordnet, in die man durch wei- 
tere Vorrichtungen die zur DNA oder PNA Synthese not- 
wendigen Losungen und/oder Reagenzien an diese Fest- 

15 phase heranf iihrt . 

18. Verfahren gemaJi Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , 
dafi man nach erfolgter Oligomer is ierung auf den DNA- 
oder PNA-Chips weiterhin die nachf olgenden Hybridi- 

20 sierungen mit einer Ziel-DNA durchfiihrt. 

19. Verfahren gemaii Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , 
dali man zur Durchfuhrung des Verfahrens eine Vorrich- 
tung gemali Anspruch 1 verwendet. 

25 
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(54) A display or sign. 



(57) An illunninated sign is provided in which the sign face 10 has an array of pixels 1 1 which are fed via an 
optical fibre harness 20. Between the light source 12 and the sign face 10, the harness is interrupted by a gap 
and a coded punched tape 22 run through the gap. The punched tape 22 has coded holes punched in it to 
determine what is shown on the sign face. An electronic controller coupled to an aspect or datum sensor is 
used to control the position of the tape and the switching on and off of the lights, which are switched off 
during movement of the tape. 
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" A DISPLAY OR SIGN FACE " 
This invention relates to a display or sign face comprising a matrix 
of points, known as pixels, which may be selectively illuminated to 
display a selected letter ^ number or other symbol or pattern. 

An object of the invention is to provide means to select the 
5 particular letter, number or other symbol or pattern which can be 
operated quickly and accurately. 

According to this invention, there is a display or sign face 
comprising a matrix of points, or pixels, which may be selectively 
illuminated to display a selected letter, number or other symbol or 

10 pattern, light being supplied from a light source through a harness 
of input optical fibres, the free ends of which are supported in a 
block, a second harness of output optical fibres being provided to 
convey light from a second block to the matrix of points or pixels 
on the display or sign face, the first and second blocks lying 

15 closely adjacent each other and a coded punched tape- being located 
in a gap between the two blocks, the punched tape incorporating a 
series of groups of punched holes which allow light from selected 
input fibres to enter selected output fibres so as to display a 
particular letter, number or other symbol or pattern. 



20 



The tape is preferably carried on motor-driven spools and its 
position is determined by an electronic controller which receives 
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signals from an aspect or datxnn sensor to indicate the position of 
the tape. 

Preferably the controller includes means to switch the light source 
off during movement of the tape and to switch it on when a selected 
5 point on the tape is reached. 

The electronic controller includes means to operate one or more 
drive motors to move the tape. 

The light source is preferably in the form of a light box with fibre 
harnesses connected to two sides of the box and two sources of light 

10 being located in the other two sides of the box, the light being 
directed through a splitter so that each harness receives part of 
the light directly from one light source and a second part of the 
light indirectly from the other light source. The splitter may, for 
example, be a splitter mirror or a split fibre harness, or other 

15 means of sharing light. 

There may be a number of light boxes or a single light box and the 
light box or boxes may be provided with two sets of colour filters 
which may be interposed between the light source and the adjacent 
end of the harness where it enters the box, the colour filters being 
20 moveable into and out of the light path. 



The tape may be provided with reference slots at spaced intervals 
to provide a signal to the aspect/datum sensor to show the precise 
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position of the tape. The tape may also have coded slots at 
intervals to provide signals to the sensor indicating the number, 
letter or other sign which will be displayed on the sign face. 

Preferably the aspect punched holes in the tape are elongated in 
5 the longitudinal direction of the tape, and the positioning punched 
holes are elongated in the vertical plane. 

The motors which drive the tape are preferably arranged so that one 
motor drives in one direction while the other motor free-wheels 
and vice versa* 

10 In the accompanying drawings 

Figure 1 is a schematic representation of one display or sign face 
incorporating the present inventions- 
Figure 2 is a plan view of the tape shown in Figure 1; 
Figure 3 is an end elevation of the tape and illustrates how the 

15 ends of the optical fibres are incorporated in blocks; 
Figure 4 is an elevation of one light box; and 
Figure 5 is a section on line A — shown in Figure 4. 

Figure 1 shows a sign face 10 incorporating a matrix of 35 light 
points or pixels 11 some of which are shown illuminated to form a 
20 letter A. 

Light is provided from a light box 12 provided with two light 
sources, such as halogen light bulbs 13 and 14, two light input 
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harnesses of optical fibres 15 and 16/ or a^lit harness, are shown 
with their ends 17 and 18 entering the box 12 on two sides of the 
box. The other ends of the optical fibres in each harness are 
supported in a block 19. An output harness of optical fibres 20 
5 conveys light from a second block 21 to the sign face 10. Each 

pixel 11 may have one or multiple individual optical fibres feeding 
into it. What is displayed on the sign face 10 is determined by a 
coded tape 22 which is arranged to run between the blocks 19 and 21 
and is carried by tape spools 23 and 24 driven by motors 25 and 26. 
10 Motor 25 drives in the direction of arrow 27 whilst motor 26 free- 
wheels. Similarly, motor 26 drives in the direction of arrow 28 
whilst motor 25 free-wheels. 



The display face is controlled by an electronic controller 29 which 
controls the motors 25 and 25 and also switches on and off the lights 

15 13 and 14. The electronic controller is fed with signals from an 
aspect or datum sensor 30 which picks up reference slots 31 and 32 
(Fig. 2) on the tape 22. This enables the precise position of the 
tape to be determined to ensxire that slots 33 in the tape 22, v/hich 
determine what is displayed on the sign face, are correctly 

20 positioned. 



A further coded set of slots 34 is used to provide a signal through 
the aspect/datum sensor to the electronic controller 29 to show the 
particular symbol etc. which is being displayed. 



Figure 3 shows in more detail how the harnesses are fed into the 
fibre blocks and the coded tape lies in the narrow space between 
the blocks in order to ensure that light coming through the blocks 
is not lost due to spreading of the beams. The space between the 
5 blocks is kept to the minimum possible. For instance, this space 
may be as little as 0.8mm and the tape may be 0.5mm. 

Figxire 4 shows in more detail one of the light boxes 12. The 
splitter mirror 35 is set at a 45-degree angle in the box; light 
from the halogen light bulbs 13 and 14 is split. , For instance, the 

10 light from bulb 13 will go directly across to the harness end 15A 
but a proportion of the light will be reflected by splitter mirror 
35 so as to be directed to the harness end 20A. Similarly, light 
from halogen bulb 14 will be split, part of it going to harness end 
28 directly and part of it being reflected to harness end 15A. This 

15 ensures that if one light bulb should fail, light will still go to 
each harness end from the other halogen bulb. In the light box 12 
there are two colour filter assemblies 36 and 37 which can be seen 
more clearly in Figure 5. Filter assembly 36 carries a green 
filter 38 and filter assembly 37 carries a red filter 39. The 

20 filter assemblies are operable by solenoids so as to place either 
a green filter or a red filter between the adjacent harness end and 
the splitter mirror. If colour is not required, they can both be 
withdrawn. 



• 
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The electronic controller 29 is provided with a keyboard to enable 
the user to select the desired symbol/ letter or figure. When the 
displayed symbol is to be changed, the operator presses the 
appropriate key. This immediately turns the light bulbs off and 
5 operates the appropriate one of the spool drive motors to move the 
tape to a new position. When the desired position is reached, the 
reference slots shown in Figure 2 will provide a signal via a photo- 
electric cell (not shown) to the electronic controller which will 
ensure that the tape is positioned accurately to enable the 
10 desired symbol to be displayed. Once the desired symbol position is 
reached, the tape stops and the light is automatically turned on 
again. 

Slots 33 in the tape are elongated to accommodate tape wear and to 
avoid the necessity of overly precise positioning. 

15 As mentioned above, the light coming from the fibre ends within 
block 19 will tend to spread slightly as it crosses the gap. To 
accommodate this, the fibres in harness 20 may be of greater 
diameter than the fibres in harnesses 15 and 16 and the holes in the 
block 21 may be correspondingly enlarged compared with the holes in 

20 block 19. The use of a larger diameter fibre in harness 20 enables 
the whole of the light to be picked up despite any spreading which 
occurs in the gap. Glass fibres are used in harnesses 15 and 16 
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and may be used in harness 20, but if a larger fibre is used in 
accordance with this modification, then plastic optical fibres are 
preferably used. 

In a preferred design, there will be a row or multiple rows each 
5 containing a given number of character units, the whole being 
controlled via a computer or interface from a control centre to 
display any alpha numeric messages or pre-programmed pictograms 
or both. 



CIAIMS 

1. A display or sign face comprising a matrix of points, or pixels 
vhich may be selectively illuminated to display a selected letter, 
nijmber or other symbol or pattern, light being supplied from a 

light source through a harness of input optical fibres, the free 
5 ends of which are supported in a block, a second harness of output 
optical fibres being provided to convey light from a second block 
to the matrix of points or pixels on the display or sign face, the 
first and second blocks lying closely adjacent each other and a 
coded punched tape being located in a gap between the two blocks, 
10 the punched tape incorporating a series of groups of punched holes 
which allow light from selected input fibres to enter selected 
output fibres so as to display a particular letter, number or other 
symbol or pattern. 

2. A display or sign face according to Claim 1 and in which the 
15 tape is carried on motor-driven spools and its position is 

determined by an electronic controller which receives signals from 
an aspect or datum sensor to indicate the position of the tape. 

3. A display or sign face according to Claim 1 or Claim 2 and in 
^Siich the controller includes means to switch the light source off 

20 during movement of the tape and to switch it on when a selected 
point on the tape is reached. 

4. A display or sign face according to any preceding Claim and 
in which the electronic controller includes means to operate one or 
more drive motors to move the tape. 



t 

5. A display or sign face according to any preceding Claim and 
in which the light source is in the form of a light box with fibre 
harnesses connected to two sides of the box and two sources of light 
located in the other two sides of the box, the light being directed 

5 through a splitter so that each harness receives part of the light 
directly from one light source and a second part of the light 
indirectly from the other light source* 

6. A display or sign face according to Claim 5 and in which there 
are a number of light boxes, or a single light box, and the light 

10 box or boxes are provided with two sets of colour filters which may 
be interposed between the light source and the adjacent end of the 
harness where it enters the box, the colour filters being moveable 
into and out of the light path, 

7. A display or sign face according to any preceding Claim and 
15 in which tape is provided with reference slots at spaced intervals 

to provide a signal to the aspect/da txam senspr to show the precise 
position of the tape. 

8. A display or sign face according to any preceding Claim in 
which the tape has coded slots at intervals to provide signals to 

20 the sensor indicating the number, letter or other sign which will 
be displayed on the sign face, 

9. A display or sign face according to any preceding Claim and 
in which the aspect ptinched holes in the tape are elongated in the 
longitudinal direction of the tape, and the positioning holes are 

25 elongated in the vertical plane. 



10. A display or sign face according to any preceding Claim and 
in which the motors which drive the tape are arranged so that one 
motor drives in one direction while the other motor free-wheels and 
vice versa. 

11 • A display or sign face according to any preceding Claim and 
in which the optical fibres in the second harness are of greater 
diameter than the optical fibres in the first harness to accommodate 
spreading of light. 

12. A display or sign face according to any preceding Claim and 
in which the gap is no greater than 0.8ram and the tape is no 
thicker than O.Sinm. 

13. A display or sign face substantially as hereinbefore 
particularly described and as illustrated in the accompanying 
drawings . 
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Beschreibung 
Stand der Technik 

Als DNA-Chips werden OberHachen bei^eichnet, welche 
auf kieinster Flache eine groBe Anzahl versciiiedener DNA 
Molekule fixierl oder syntlietisiert werden. Von jede beliebi- 
gen Punkt eines soLchen Chips ist in der Regel bekannt, wel- 
che DNA sich an dieseni befindet. Eine wichtige Khisse die- 
ser Chips ist dadurch gekennzeichnet, daB kurze Seqiienzen, 
sogenannte Ohgoniikleolide in situ auf der Chip-Oberti ache 
synthetisiert werden. Dadurch wird die Zahl der notwendi- 
gen cheinischen Reaktionsschritie, die anderenfalls zur Syn- 
these riesigerZahlen von verschiedenen Sequenzen notwen- 
dig waren erhebiich eingeschrankt. 

DNA-Chips konnen auf niehrere Arten hergestelh wer- 
den. Die einfachste aber leuerste und aufwendigste ist das 
Aufbringen vorher synthetisierter Molekiiie iniltels Pippe- 
tieranlagen. Seiche Methoden werden in Zukunft wahr- 
scheinlich nicht konkurrenzfahig sein. 

Methoden, die sich die oben genannten Vorteile der in situ 
Syn these zunutze mac hen las sen sich in rein cheniische und 
photolithographische Verfahren unterteilen. Cheniische Ver- 
fahren beruhen auf dem Aufbringen der zur OHgonukleotid- 
synthese notwendigen Losungen niittels aufwendigerPippe- 
tieranlagen. Daher sind diese zwar einer konventionellen 
(nicht in situ) Synthese hinsichtlich Geschwindigkeit und 
Kosteneffizienz uberlegen, konnen aber bei weitein nicht 
init den Moglichkeiten der photoUthographischen Synthe- 
sen konkurrieren. 

Ftir die chetnische Synthese von Ohgonukleotiden wer- 
den Nukleotidbausteine eingesetzt, welche zwei Arten von 
Schutzgruppen tragen. Einerseits solche Schutzgruppen, die 
Funktionalitaten der Basen schiitzen, und andererseits eine 
anders geartete Schutzgruppe, welche lediglich die Ketien- 
verlangerung uni einen einzigen Baustein zulaBt. Die Ab- 
spaltung, dieser letzten Schutzgruppe ist wesentlich fiir die 
in situ Synthese. Es niitssen an e.xtrem vielen Punkten einer 
Matri.\ spezifisch Schutzgruppen quantitativ abgespalten 
werden, ohne an den anderen Punkten eine solche Abspal- 
tung zu verursachen, Cheniische Methoden stoBen dabei 
sehr schnell an die Grenze der Auflosung der Pippetiersy- 
steme. Die einzelnen Tropfen, die aufgetragen werden sind 
zu groB und uberlappen ab einer bestinunten Dichte. 

Daher werden fiir DNA-Chips hoher Dichte heute photo- 
lithographische Synthesewege gewahlt. Dabei sind die 
Schutzgruppen der Nukleotidbausteine photocheniisch ab- 
spaltbar, Durch Bestrahlung einzelner Punkte der Synthese- 
oberflache kann die Kettenverlangerung spezifisch nur an 
diesen Punkten ausgelost werden. Zwei Wege sind gangbar 
eine groBe Auflosung und daniit Belegungsdichte auf sol- 
chen Oberflachen zu erreichen. Zunt einen wird Jeder ein- 
zelne Punkt einer Oberflache einzeln niit einein Lichtstrahl 
- zurn Beispiel eineni Laser - angesteuert und so die Schutz- 
gruppen der Nukleotidketten nur an den angestrahlten Punk- 
ten entschutzt werden. Die nolwendige Bestrahlungsdauer 
ist aber so lang, daB diese Verfahren noch zu zeitaufwendig 
sind. AuBerdem wird DNA durch LaserbeschuB zerstort. 
Die nioglicherweise Zehntausende von Punkten nuissen 
nacheinander angesteuert werden. Moglich waren auch 
komplexe zurn Beispiel Spiegelniechanisinen, welche viele 
Punkte gleichzeitig ansteuern. Solche Vorrichtungen sind 
aber zur Zeit nicht erhaltlich. 

Die zweite und heute gebrauchlichste Methode ist es, 
Masken zwischen der Chi p-Oberfl ache und einer Licht- 
quelle zu installieren. In jedeni Syntheseschritt wird so das 
Licht der Lichtquelle nur an den Punkten zur Chip-Oberfla- 
che durchgelassen, an denen eine Entschiitzung staitfinden 
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soil. Daher konnen praktisch beliebig viele Reaklionen par- 
allel durchgefiihrt werden. Bei vier Nukleotidbausteinen 
luiissen also tiireine Verlcingerung aller Oligonukleotide uiu 
ein Nukleotid vier verschiedene Masken sequentiell Ciber 
5 der Oberflache positioniert werden. Uiu also eine Lange al- 
ler Oligonukleotide von zum Beispiel 30 Nukleotideinheiten 
zu erreichen niussen 120 Masken hergestellt werden und 
nacheinander extreiu genau liber der Oberflache positioniert 
werden. 

10 

Nachleile des Standes der Technik 

Je groBer die Auflosung des Chips, des to schwieriger ist 
die Positionierung der Masken iiber der Oberflache. Exireiu 

15 aufwendige Technologic ist daflir erforderlich. 

Die Herstellungskosten von DNA-Chips liegen daher bei 
einigen Hunderttausend Mark. AuBerdem, je ntehr einzelne 
Punkte auf einem solchen Chip synthetisiert werden sollen, 
des to aufwendiger wird die Hers te Hung der Masken. Im 

20 Prinzip kann heute ein soldier Chip deswegen nur in eigens 
konstruierten Fabriken hergestellt werden. Voraussetzung 
zur Herstellung solcher Chips ist auch die Installation aller 
dafur notwendigen Genite in staubfreien Reinraumen. Es 
besteht aber ein e die b lie her Markt an solchen Chips, die von 

25 Fimien und Laboratorien auf ad hoc Basis selber entworfen 
und hergestellt werden konne. Dies verbietet sich nach dem 
Stand der Technik. v 

Autgabenstellung 

30 

Das vorgeschlagene erfindungsgeniaBe Verfahren soil es 
ermoglichen in Zukunft auf die Etablierung eigener Fabri- 
ken fiir die Herstellung von DNA und PNA-Chips verzich- 
ten zu konnen. Das Verfahren soil den aufwendigsten Schritt 
35 der Chipherstellung, die Herstellung und Positionierung der 
Masken uberfliissig mac hen. AuBerdem soil auf Reinriiume 
verzichtet werden konnen, die Synthese also in jedem Labor 
moglich werden. 

40 Losung der Aufgabenstellung 

Das erfindungsgeniaBe Verfahren lost die gestellte Auf- 
gabe auf vollig neuartige Art und Weise durch Kombi nation 
komiuerziell erhaltlicher Komponenten. Ini Vergleich zu 

45 heute modemen Verfahren verbiUigt sich daher die Synthese 
von DNA- und PNA-Chips um me h re re GroBenordnungen. 
Die Monopolstellung einiger weniger groBer Fabriken kann 
so gebrochen werden und die Herstellung von kostengiinsti- 
gen DNA-Chips der Allgemeinheit zuganglich gemacht 

50 werden. 

Das grundlegende Konzept des Verfalirens ist die an sich 
bekannte Tatsache, daB Fliissigkristall-Matrixen als dyna- 
misch ansteuerb^ire photolithographische Masken verwen- 
det werden konnen (Bertsch et al., J. Phot oc hem. Sc Photo- 
55 biol. 107, 275-281 (1997)). Diese Technik ist allerdings 
noch nie auf dem Gebiet der Synthese von biochemischen 
Polymeren auf Oberflachen eingesetzt oder diskutiert wor- 
dcn. 

Unser Verfahren eliminiert die Notwendigkeit sehr viele 
60 verschiedene photolithographische Masken herzustellen. 
Das von uns benutzte Flussigkristallgitter ist durch aufge- 
dampfte Transistoren an jedem Punkt der Matrix ansteuer- 
bar. Die Auflosung der herzusteLlenden Chips ist daher nur 
durch die Zahl der einzeln ansteuerbaren Zellen des Flussig- 
65 kristalls abhangig. Jede Maske wird also anstelle einer phy- 
sikalischen Anordnung von Lochem in einer lichtundurch- 
liissigen Oberflache durch die rein elektronische Ansteue- 
rung der einzelnen Zellen erreicht. Die Auflosung der 
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Maske - diirch die mini male GroGe der einzeinen Zellen li- 
iniiierl - kann dadurcli prakiiscli unerullich gesieigert vver- 
den, daB eine groBere Fliissigkri si all matrix verwendel vvird 
als der Ictziendliche Chip. Das Lichi, welches diirch diese 
groBe dynamische Maske kann dann hinter dieser diireh 5 
oplische Linsen auf die Ohertiache leleskopierl werden. 
Durch diese lechnik kann aueh der sonsi erfolgende Aus- 
bleicheffekt der Fliissigkrisialle verhindert werden: Weniger 
Lichi falli pro Fliiche auf die Flussigkristaile, als hinter die- 
ser fiir die Entschiitzung auf der Chip-Oberfiache benotigi lO 
wird, 

Anstelle des nach deni Stand der Technik noiwendigen 
Austauschens von Masken nach jedem Synlheseschriti wird 
ini erfindungsgemalkn Verfahren einfach nur die Ansteue- 
rung des Fliissigkrisialls vom Computer geandert. Zwischen 15 
den Enlschi^itzungen liegen bei der Synthese chemische 
Schritte, fiir welche keine Lichienergie notwendig ist. Dies 
findet auch innerhalb der verfahrensgemaBen Vorrichlung 
srati, ohne daB die Bewegung des Chips oder der Maske not- 
wendig ware. Durch die starre Anordnung und ex t rem pra- 20 
zise Positionierung von Chip, Maske und Lichtquelle, wer- 
den mechanische Probleme wie die nach dem Stand der 
Technik oft nolwendige Neu positionierung vennieden. Bine 
vertahrensgeniaBe Vorrichtung kann also niechanisch sehr 
einfach ausgelegt sein. 25 

Technisch zeichnet sich eine erfindungsgemaBe Vomch- 
tung dadurch aus, daB Chip-Rohlinge hergestellt werden, 
welche entweder chemisch aktivierbare Oberflachen (an 
welche ein beliebiger Nukleotidbaustein gekoppelt werden 
kann) aufweisen oder schon niit geschiitzten, photoche- 30 
misch abspaltbaren Molekiilen belegt sind. Solche Molekule 
konnen zum Beispiel direkt einzelne Nukleoiide oder PNA 
Bausleine darsiellen, welche in der Produktion gleichmaBig 
auf der Oberfiache angebracht worden sind. Eine wesentli- 
che Eigenschafi dieser RohUnge ist deren Verpackung. 35 
Diese werden unter Reinbedingungen verschinutzungsfrei 
hergestellt und so verpackt, daB sie auf eine Art und Weise 
in die Vorrichtung eingefuhrt werden konnen, die jeden 
Kontakt mit einer nicht gefilterten "noniialen" Laborumge- 
bung ermoglichl. Zum Beispiel kann eine solche Verpak- 40 
kung mir einer durchstoBbaren Fohe versiegelt werden. Eine 
derart verpackter Rohling kann durch eine Dichtung in die 
Vorrichlung eingeschoben werden, wobei der eigentliche 
Rohling aus der Verpackung herausgedriickt wird, die Folic 
durchstoBt und dann in der eigenlHchen Vorrichlung einra- 45 
stet (Fig. 1 ), Damit isl die genaue und unverruckbare Posi- 
tionierung des Roh lings wiihrend alien weiteren Schritten 
gesichert. AuBerdem wird Verschmutzung ausgeschlossen. 

Nach dem Einrasten kommi ein soldier Rohhng unter- 
halb der Flussigkristallmatrix zu liegen. Der Rohling bildel 50 
so den Boden, die unlere Elektrodenplatle der Flussigkri- 
stallmatrix die Decke eines sehr kleinen Hohlraumes, der 
auch an den Seiten abgedichtet ist. Uber mehrere Zuleitun- 
gen werden chemische Losungen in diesen Hohlraum einge- 
fiihrt und dieser auch luft- oder gasgetrocknet werden. Die 55 
Decke des Hohh-aunies kann aber auch durch eine andere 
Flache als direkt einer der Bestandieile der Fliissigkristall- 
anzeige sein. Zum Beispiel kann dieser aus einem letzten 
Teil der Optik bestehen, welche das durch die vcrschiedenen 
Zellen des Fliissigkrisialls durchgelassene Lichi fokussie- 60 
ren. 

Das im Anspruch beschriebene Verfahren soli aber auch 
andere technische Ausfiihrungen einschlieBen. 

Die Flussigkristallmatrix selber besieht in an sich bekann- 
ter Art und Weise aus Fliissigkristallen. welcher zwischen 65 
zwei planen Schichten eines solchen Materials eingeschlos- 
sen werden, welches fiir die fiir die Entschiitzung wesentli- 
chen Wellenlangen durchlassig isl Wellenliingen. welche 



nicht spezifisch zur Phoioenischiilzung bei i rage n konnen 
durch diese Schichten oder andere Teile der Optik absorbiert 
werden. Besonders kurzwelligen ultra violet tes Lichi wird 
durch diese Schichten absorbiert. Dieses zcrstort DNA. Die 
eine Schicht Material wirki dabei auch als Eleklrode. Auf 
die andere Schicht werden in der An Leitungen gelegl. daB 
die gesaniie Matrix definierl durch &llen, die einzeln elek- 
irisch ansleuerbar sind in ein enges Giiier von Punkien un- 
terteilt ist. Eleklrische Anregung fiihrt zu einer Ausrichlung 
der Fliissigki-istalle nur an den definierten Punkten. Don 
wird dann Lichi absorbien. Andererseits isl es aber auch 
inoglich, das nur die angeregien Punkte fiir Licht einer be- 
stinmiten Wellenliinge durchlassig werden. Beide Varianlen 
sollen also geschiitzt werden. Im Prinzip kann die Fliissig- 
kiistallmatrix genau die GroBe der darunterliegenden Chip- 
Ober flache haben. Dann muB Lichi mil einem verhallnisma- 
Big parallelen Strahlengang durch eine einfache Lichtquelle 
auf die Matrix gestrahli werden. Die Flussigkristallmatrix 
kann aber auch beliebig groBer sein, als die besirahlle Ober- 
flache. in diesem Fall muB zwischen Matrix und Chip eine 
Optik einge fiihrt werden, welche das durchscheinende Licht 
biindelt. Die Vorteile einer solchen Anordnung sind, daB die 
pro Flache auf die Matrix einwirkende Energie geringer 
wird als auf der Chip-Oberflache. Daiviir kann der problema- 
tische Effekt vennieden werden, welcher bei dauerhafler 
Bestrahlung die Absorptionsfahigkeit der Flussigkristaile 
schmalen. AuBerdem kann die Zahl der einzeinen Punkte 
auf der Chip-Oberflache praktisch beliebig gesteigen wer- 
den (Fig. 2). 

Die letzte wcsenlliche Eigenschaft die beschriebenen Ver- 
fahrensweise liegt in den Algorilhmen. welche zur Ansteue- 
rung des Fliissigkiistallmatrix verwendet werden. Eine nach 
deiu erfindungsgemaBen Verfahren ausgelegte Vorrichtung 
kann von der Eingabe einer oder vieler Sequenzen, welche 
durch Hybridisiemng einer Ziel-DNA mit dem Chip getestet 
werden sollen, selbslandig operieren. Die Datenverarbei- 
tung kann aus den eingegebenen Sequenzen selbslandig die 
zu synthetisierenden OHgonukleolide errechnen und die Ab- 
folge der zu deren Synthese notwendigen Masken berech- 
nen. Diese werden dann, koordinien mil den vcrschiedenen 
chemischen Reaktionsschritten voLlautomaiisch wiihrend 
der Synthese durch das Muster der in den einzeinen Ent- 
schiitzungsschritten an die Matrix angelegten Spannungen 
unigeselzl. 

Im Prinzip kann auch ein Deteklor (zum Beispiel eine 
CCD Kaniera) in die Vorrichlung eingebaut werden. Diese 
kann dann nach einer Hybridisierung Signale an den einzei- 
nen Punkten der Chip-Oberflache regis trieren und auswer- 
ten. 

Mil dem erfindungsgemaBen Verfahren isl zum ersten 
Mai eine Methode geschaffen worden, welche ein billiges 
und schnelles Synthetisieren von DNA- oder PNA-Chips er- 
moglicht, deren Belegung mit Sequenzen vom eigent lichen 
Bediener individuell festgelegt werden kann. Unser Verfah- 
ren revolutionien die Technologic der DNA-Chips von 
Grund auf. 

Paientanspriiche 

Verfahren zur phoiolilhographischen Herstellung von 
Oligonukleotiden auf zweidimensionalen Malrixen zur 
Produktion von sogenannten DNA-, PNA oder Protein- 
Chips, dadurch gekennzeichnet, daB als photoliiho- 
grahsche Maske eine dynamisch ansleuerbare Fliissig- 
kristalhuaske verwendet wird. 
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ABSTRACT In many areas of molecular biology there is a 
need to rapidly extract and analyze genetic information; however, 
current technologies for DNA sequence analysis are slow and 
labor intensive. We report here how modem photolithographic 
techniques can be used to facilitate sequence analysis by gener- 
ating miniaturized arrays of densely packed oligonucleotide 
probes. These probe arrays, or DNA chips, can then be applied 
to parallel DNA hybridization analysis, directly yielding sequence 
information. In a preliminary experiment, a 1 .28 x 1 .28 cm array 
of 256 different octanudeotides was produced in 16 chemical 
reaction cycles, requiring 4 hr to complete. The hybridization 
pattern of fluorescently labeled oligonucleotide targets was then 
detected by epifluorescence microscopy. The fluorescence signals 
from complementary probes were 5-35 times stronger than those 
with single or double base-pair hybridization mismatches, dem- 
onstrating spedflcity in the idendfication of complementary se- 
quences. This method should prove to be a powerfiil tool for rapid 
investigations in human genetics and diagnostics, pathogen de- 
tection, and DNA molecular recognition. 



Conventional DNA sequencing technology is a laborious pro- 
cedure requiring electrophoretic size separation of labeled 
DNA fragments. An alternative approach to de novo DNA 
sequencing, termed sequencing by hybridization (SBH), has 
been proposed (1-3). This method uses a set of short oligonu- 
cleotide probes of defined sequence to search for complemen- 
tary sequences on a longer target strand of DNA. The hybrid- 
ization pattern is then used to reconstruct the target DNA 
sequence. It is envisioned that hybridization analysis of large 
numbers of probes can be used to sequence long stretches of 
DNA. In more immediate applications of hybridization meth- 
odology, a small number of probes can be used to interrogate 
local DNA structure. 

The strategy of SBH can be illustrated by the following 
example. A 12-mer target DNA sequence, AGCCTAGCT- 
GAA, is mixed with a complete set of octanucleotidc probes. 
If only perfect hybridization complementarity is considered, 
5 of the 65,536 octamer probes— TCGGATCG, CGGAT- 
CGA, GGATCGAC. GATCGACT, and ATCGACTT— will 
hybridize to the target. Alignment of the overlapping se- 
quences from the hybridizing probes reconstructs the com- 
plement of the original 12-mer target: 

TCGGATCG 

CGGATCGA 

GGATCGAC 

GATCGACT 

ATCGACTT 

TCGGATCGACTT 

The publication costs of this article were defrayed in pan by page charge 
payment. This article must therefore be hereby marked "advertisement" 
in accordance with 18 U.S.C. 51734 solely to indicate this fact. 



Hybridization methodology can be carried out by attaching 
target DNA to a surface. The target is then interrogated with 
a set of oligonucleotide probes, one at a time (4, 5). This 
approach can be implemented with well-established methods 
of immobilization and hybridization detection but involves a 
large number of manipulations. For example, to probe a 
sequence utilizing a full set of octanudeotides, tens of 
thousands of hybridization reactions must be performed. 

Alternatively, SBH can be carried out by attaching probes 
to a surface in an array format where the identity of the probe 
at each site is known. The target DNA is then added to the 
array of probes. The hybridization pattern determined in a 
single experiment directly reveals the identity of ail comple- 
mentary probes. The testing of this SBH format has required 
the development of new technologies for the fabrication of 
oligonucleotide arrays (6, 7). Most recently, an oligonucleo- 
tide array of 256 octanudeotides was generated using a 
solution-channeling device to direct the oligonucleotide 
probe synthesis into 3x3 mm sites (7). In this format, the 
resolution limit of approximately 1x1 mm may ultimately 
limit the number of probes that one can synthesize on a 
substrate of a manageable size (7). 

We report here a method by which light is used to direct the 
synthesis of oligonucleotide probes in high-density, minia- 
turized arrays. Photolabile 5'-protected A^-acy!-deoxynude- 
oside phosphoramidites, surface linker chemistry, and ver- 
satile combinatorial synthesis strategies have been developed 
for this technology. A matrix of 256 spatially defined oligo- 
nucleotide probes was generated, and the ability to use the 
array to identify complementary sequences was demon- 
strated by hybridizing fluorescently labeled octanudeotides. 
The hybridization pattern demonstrates a high degree of base 
specificity and reveals the sequence of oligonucleotide tar- 
gets. 

MATERIALS AND METHODS 

The basic strategy for light-directed oligonucleotide synthe- 
sis (6) is outlined in Fig. 1. The surface of a solid support 
modified with photolabile protecting groups (X) is illuminated 
through a photolithographic mask, yielding reactive hydroxyl 
groups in the illuminated regions. A 3'-0-phosphoramidiie- 
activated deoxynucleoside (protected at the 5'-hydroxyl with 
a photolabile group) is then presented to the surface and 
coupling occurs at sites that were exposed to light. Following 
capping, and oxidation, the substrate is rinsed and the surface 
is illuminated through a second mask, to expose additional 
hydroxyl groups for coupling. A second 5'-protected, 3'-0- 
phosphoramidite-activated deoxynucleoside is presented to 
the surface. The selective photodeprotection and coupling 
cycles are repeated until the desired set of products is 



Abbreviations: SBH, sequencing by hybridization; McNPoc-. 
a-mcthyl-6-nilropipcronyloxycarbonyl-; DMT. 4,4'-dimethoxytrityl 
chloride. 



5022 



X X X X X 

I 1 I I I 

o o o o o _ 



XXX 

t I I 

HO HO O O O 



T-X 



X 

I 

o 



X X X X X 

I I I I I 

T T O O O 



— > 

c-x 



X X X X X 

I I I I I 

T T C C O 



Repeat 



c 

A 
T 



T 
C 
C 



T 

G 
G 



Fig. 1 . Light-directed synthesis of 
oligonucleotides. A surface bearing 
photoprotectcd hydroxyls (X-0) is il- 
lunninated through a photolithographic 
mask (Ml), generating free hydroxyl 
groups in the photodeprotected re- 
gions. The hydroxyl groups are then 
coupled to a deoxynucleoside phos- 
phoramidite (5'-phoioprotecled). A 
new mask pattern (Mi) is applied, and 
a second photoprotectcd phosphor- 
amidite is coupled. Rounds of illumi- 
nation and coupling are repeated until 
the desired set of products is obtained. 



obtained. Since photolithography is used, the process can be 
miniaturized to generate high-density arrays of oligonucleo- 
tide probes. Furthermore, the sequence of the oligonucleo- 
tides at each site is known. 

5'-Photolabtle iV-Acyl-deoxynucieoside-3'*0-phosphoraiiiid- 
ites. Two factors enter into the design of photolabile 5'- 
hydroxyi protecting groups. Because the bases have strong 
TT-TT* transitions in the 280-nm region, the deprotection 
wavelength should be longer than 280 nm to avoid undesir- 
able nucleoside photochemistry. In addition, the pholode- 
protcction rates of the four deoxynucleosides should be 
similar so that light will equally effect deprotection in differ- 
ent illuminated synthesis sites. To meet these criteria we 
have developed a set of 5'-0-(a-methyl-6-nitropiperonylox- 
ycarbonyl)-A/-acyI-2' -deoxynucleosides (MeNPoc-N-acyl- 
dcoxynucleosides) and measured their photokinetic behav- 
ior. 

The synthetic pathway for preparing 5'-0'-(ar-methyI-6-ni- 
tropiperonyloxycarbonyl)-/V-acyl-2' -deoxynucleoside phos- 
phoramiditcs (McNPoc-A/-acyl-2'-deoxynucleoside phos- 
phoramiditcs) is illustrated in Scheme L In the first step, an 
A^-acyl-2'-dcoxynucleoside reacts with l-(2-nitro-4,5- 
methylcncdioxyphenyl)ethyl-I-chloroformate to yield 5'- 
MeNPoc-N-acyl-2'-deoxynucleoside. In the second step, the 
3'-hydroxyl reacts with 2-cyanoethyl N,N'-diisopropylchlo- 
rophosphoramidite using standard procedures to yield the 
5'-MeNPoc-^/-acyl-2'-deoxynuclcoside-3'-0-(2-cyanoethyl- 
A/,N-diisopropyl)phosphoramidites. The photoprotccting 
group is stable under ordinary phosporamidite synthesis con- 



ditions and can be removed with aqueous base. These reagents 
can be stored for long periods under argon at 4''C. 

A O.I mM solution of each of the four deoxynucleosides — 
MeNPoc-dT, MeNPoc-dC»>", MeNPoc-dG^^^^, and MeN- 
Poc-dA**^^— was prepared in dioxane. Aliquots (200 ^1) were 
irradiated with 14.5 mW of 365-nm light per cm^ in a narrow- 
path (2 mm) quartz cuvette for various times. Four or five 
time points were collected for each base, and the solutions 
were analyzed for loss of starting material at 280 nm on a 
Nucleosil S-Cg HPLC column using a mobile phase of 60% 
(vol/vol) in water containing 0.1% (vol/vol) trifluoroacetic 
acid (MeNPoc-dT required a mobile phase of 70% (vol/vol) 
methanol in water). Peak areas of the residual MeNPoc-ZV- 
acyl-deoxynucleoside were calculated, yielding photolysis 
half-times of 28 s, 31 s, 27 s, and 18 s for MeNPoc-dT, 
MeNPoc-dC**'", MeNPoc-dGP^^, and MeNPoc-dA'*'^^, re- 
spectively. In all subsequent lithographic experiments, illu- 
mination times of 4.5 min (9 x ri/^MeNPoc-dC) were used to 
ensure >99% removal of MeNPoc protecting groups. 

The synthesis support consists of a 5,1 x 7.6 cm glass 
substrate prepared by cleaning in concentrated NaOH. fol- 
lowed by exhaustive rinsing in water. The surfaces were then 
derivatized for 2 hr with a solution of 10% (vol/vol) bis(2- 
hydroxyethyl)aminopropyltriethoxysilane (Petrarch Chemi- 
cals. Bristol. PA) in 95% ethanol, rinsed thoroughly with 
ethanol and ether, dried in vacuo at 40*'C, and heated at 100°C 
for 15 min. In these studies, a synthesis linker is attached 
by reacting derivatized substrates with 4.4'-dimethoxytrityl 
(DMT)-hexaethyloxy-O-cyanoethyl phosphoramiditc. 
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depends on the photodcprolection yield, the pholodeprotcc- 
tion contrast, and the chennical coupling cfTiciency. Photo- 
kinetic conditions arc chosen to ensure that photodeprotec- 
tion yields are >99%. Unwanted photolysis in normally dark 
regions of the substrate can adversely affect the synthesis 
fidelity and can be minimized by using lithographic masks 
with a high optical density (5 OD units) and by careful index 
matching of the optical surfaces. 

Two different methods were developed to investigate the 
chemical coupling efficiencies of the photoprotected nucle- 
osides. First, the efficiencies were measured on hcxaethylene 
glycol derivatized control pore glass. The glycol linker was 
detritylatcd and a MeNPoc-deoxynucleoside-O-cyanocthyl 
phosphoramidite coupled to the resin. Next, a DMT- 
dcoxynucleosidc-cyanoethyl phosphoramidite (reporter ami- 
dite) was added. The reporter amidite should couple to any 
unreacted hydroxyl groups remaining from the first coupling 
reaction. Following DMT deprotection. the trityl effluents 
were collected and quantified by absorption spectroscopy. In 
this assay, the coupling efficiencies are measured assuming a 
high coupling efficiency of the reporter amidite. The eflficien- 
cics of the MeNPoc-deoxyribonucleoside-O-cyanoethyl 
phosphoramidilcs to the hexaethylcne glycol linker and the 
16 different dinucleotide efficiencies were measured. The 
values ranged between 95% and 100% in this assay and were 
indistinguishable from values obtained with standard DMT- 
deoxynucleoside phosporamidites. 

To measure the coupling efficiency of the photoprotected 
nucleosides directly on the glass synthesis supports, each of 
the four MeNPoc-amiditcs was coupled to a substrate. A 
section of the substrate was deprotected by illumination and 
allowed to react against a MeNPoc-phosphoramidile. A new 
region of the substrate was then illuminated, a fluorescent 
deoxynucleoside phosphoramidite (FAM-phosphoramidite; 
Applied Biosystems) was coupled, and the substrate was 
scanned for fluorescence signal. Assuming that the fluores- 
ccntly labeled phosphoramidite reacts at both the newly 
exposed hydroxyl groups and the previously unreacted hy- 
droxyl groups, then the ratio of fluorescence intensities 
between the two sites provides a measure of the coupling 
efficiency. This measurement of the surface chemical cou- 
pling yields efficcncics ranging between 85% and 98%. 

RESULTS 

Spatially Directed Synthesis of an Oligonucleotide Probe. To 

initiate the synthesis of an oligonucleotide probe, MeNPoc- 
dC'**"-3'-0-phosphoramidite was attached to a synthesis sup- 
port through a linker (hexaethyloxy-0-cyanocthyI phosphor- 
amidite). Regions of the support were activated for synthesis 
by illumination through 800 x 12800 /im apertures of a 
photolithographic mask. Seven additional phosphoramidite 
synthesis cycles were performed (with DMT-protected de- 
oxynucleosides) to generate the sequence 3'-CGCATCCG. 
Following removal of the phosphate and exocyclic amine 
protecting groups with concentrated NH4OH for 4 hr, the 
substrate was mounted in a water-jacketed thermostatically 
controlled hybridization chamber. 

Hybridizatioa of Targets Co Surface Oligonucleotides. To 
explore the availability of the support-bound octanucleotide 
probes for hybridization. 10 nM 5'-GCGTAGGC-fluorescein 
was introduced into the hybridization chamber and allowed 
to incubate for 15 min at 15*C. The surface was then inter- 
rogated with an epifluorescence microscope (488-nm argon 
ion excitation). The fluorescence image of this scan is shown 
in Fig. 2. The fluorescence intensity coincides with the 800 x 
12800 Mm stripe used to direct the synthesis of the probe. 
Furthermore, the signal intensities are high (four times over 




Fig. 2. Hybridization and thermal dissociation of oligonucleo- 
tides. Ruorcsccnce scan of 5'-GCGTAGGC-fluorcscein hybridized 
to complcmcniary probes. The substrate surface was scanned with 
a Zeiss Axioscop 20 microscope using 488-nm argon ion laser 
exciution. The fluorescence emission above 520 nm was detected 
using a cooled photomultiplier (Hamamatsu 934-02) operated in 
photon-counting mode. The signal intensity is indicated on the color 
scale shown to the right of the image. The temperature is indicated 
to the right of each panel in *C. 

the background of the glass substrate), demonstrating spe- 
cific binding of the target to the probe. 

The melting behavior of the target-probe complex was 
investigated by increasing the temperature in the hybridiza- 
tion chamber. After 10 min of incubation at each tempera- 
ture, no significant changes in the fluorescence were ob- 
served, and the fluorescence intensities were recorded. The 
duplex melted in the temperature range expected for the 
sequence under study. The probes were stable to temperature 
denaturation of the target-probe complex as demonstrated by 
rehybridization of target DNA. 

Sequence Specificity of Target Hybridization. To demon- 
strate the sequence specificity of probe hybridization, two 
different sequences were synthesized in 800 x 12800 ;im 
stripes. Fig. 3.4 identifies the location of the two probes. The 
probe 3 -CGCATCCG was synthesized in stripes 1. 3. and 5. 
The probe 3'-CGCTTCCG was synthesized in stripes 2. 4, 
and 6. Fig. 3B shows the results of hybridizing 5'-GCG- 
TAGGC-fluorescein to the substrate at 15*^0. Although the 
probes differ by only one internal base, the target hybridizes 
specifically to its complementary sequence («'500 counts 
above background in stripes 1. 3. and 5) with little or no 
detectable signal in positions 2.4, and 6 10 counts). Fig. 3C 
shows the results of hybridization with targets to both 
sequences. The signal in all positions in Fig. 3C illustrates 
that the absence of signal in Fig. IB is due solely to the 
instability of the single base hybridization mismatch. Al- 
though the targets are present in equimolar concentrations, 
the ratios of signals in stripes 2, 4. and 6 in Fig. IB are 
approximately 1.6 times higher than the ratios of signals in 
regions 1. 3. and 5, presumably due to slight differences in 
melting temperature values for the two duplexes. The du- 
plexes were dissociated by raising the temperature to 45''C for 
15 min. and the hybridizations were repeated in the reverse 
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order (Fig. 3 D and E), demonstrating specificity of hybrid- 
ization in the reverse direction. 

Combiiuitorul Synthesis of a Probe Matrix. In a light- 
directed synthesis, the location and composition of products 
depend on the pattern of illumination and the order of 
chemical coupling reagents (6). Consider the synthesis of 256 
tetranucleotides, as illustrated in Fig. 4. Mask 1 activates 
one-fourth of the substrate surface for coupling with the first 
of 4 nucleosides in the first round of synthesis. In cycle 2, 
mask 2 activates a diiTerent quarter of the substrate for 
coupling with the second nucleoside. The process is contin- 
ued to build four regions of mononucleotides. The masks of 
round 2 are perpendicular to those of round 1, and each cycle 
generates four new dinucleotides. The process continues 
through round 2 to form 16 dinucleotides as illustrated in Fig. 
4. The masks of round 3 further subdivide the synthesis 
regions so that each coupling cycle generates 16 trimers. The 
subdivision of the substrate is continued through round 4 to 
form the tetranucleotides. The synthesis of this probe matrix 
can be compactly represented in polynomial notation (6) as 
(A + C + G + Tf. Expansion of this reaction polynomial 
id ntifies the 256 tetranucleotides. 

The potential of light-directed combinatorial synthesis can 
be appreciated by the combinatorial synthesis of the probe 
matrix shown in Fig. 5^4, The polynomial for this synthesis is 
given by 3'-CG(A + G + C + T)^CG. The synthesis map is 
given in Fig. SB, All possible tetranucleotides are synthesized 
tlanked by CG at the 3' and 5' ends. Hybridization of the 
target 5'-GCGGCGGC-fluoresccin to this array at 15°C yields 



Fig. 3. Sequence specificity of hybridiza- 
tion. {A) Index of the probe composition at each 
synthesis site. 3'-CGCATCCG was synthesized 
in suipcs 1, 3. and 5. and 3'-CGCTTCCG was 
synthesized in stripes 2, 4, 6. {B) Fluorescence 
image showing hybridization of substrate with 
10 nM 5'-GCGTAGGC-fluorcsccin. Hybridiza- 
tion was performed in 6x SSPE (1 M Naa/66 
mM sodium phosphate/6 mM EDTA. pH 7.4)/ 
0.1% Triton X-lOO at 15T for 15 min, (C) 
Hybridization with 10 nM 3'-GCGAAGGC 
added to the hybridization solution of B. (D) 
After high-temperature dissociation of fluores- 
ceinated targets from C, the substrate was in- 
cubated with 10 nM 3'-GCGAAGGC at 15''C for 
15 min. (E) Hybridization with 10 nM 3'- 
GCGTAGGC added to the hybridization solu- 
tion of D. 

the 3'-CGCCGCCG complementary probe as the most in- 
tense position (2698 counts). Significant intensity is also 
observed for the following mismatches: 3'-CGCAGCCG (554 
counts), 3'-CGCCGACG (317 counts), 3'-CGCCGICG (272 
counts). 3'-CGACGCCG (242 counts), 3'-CGICGCCG (203 
counts). 3'-CGCCCCCG (180 counts). 3'-CGCIGCCG (163 
counts). 3'-CGCCACCG (125 counts), and 3'-CGCCICCG 
(78 counts). 



DISCUSSION 

Arrays of oligonucleotides can be efficiently generated by 
light-directed synthesis and can be used to determine the 
identity of DNA target sequences. As shown here, an array 
of all tetranucleotides was produced in 16 cycles requiring 4 
hr to complete. Because combinatorial strategies are used (6), 
the number of compounds increases exponentially while the 
number of chemical coupling cycles increases only linearly. 
For example, expanding the synthesis to the complete set of 
4* (65.536) octanucleotides will add only 4 hr to the synthesis 
for the 16 additional cycles. Furthermore, combinatorial 
synthesis strategies can be implemented to generate arrays of 
any desired composition (6). For example, since the entire set 
of dodecamers (4^^) can be produced in 48 photolysis and 
coupling cycles (b" compounds requires b x n cycles), any 
subset of the dodecamers (including any subset of shorter 
oligonucleotides) can be constructed with the correct litho- 
graphic mask design (6) in 48 or fewer chemical coupling 
steps. The number of compounds in an array is limited only 
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Fig. 4, Combinatorial synthesis of 4* tet- 
ranucleotides. In round 1. one-fourth of the 
synthesis area is activated by illumination 
through mask 1 for coupling of the fu^t 
McNPoc-nucleosidc (A in this case). In cy- 
cle 2 of round 1. mask 2 activates a different 
one-quarter section of the synthesis sub- 
strate and a dtfTerenl nucleoside (T) is cou- 
pled. Further lithographic subdivisions of 
the array and chemical couplings generate 
the complete set of 256 tetranucleotides as 
described in the text. 




Fig. 5. Hybridization to a matrix of 256 octanucleotides. (A) Fluoresceoce image of a 256-cctanucleotide array following hybridization with 
10 oM S'-GCGGCGGC'(\uorcscc'm in 6x SSPE/0.1% Triton X-100 for 15 min at 15'C. (B) Matrix decoder for the array. The matrix synthesis 
is represented by the polynomial 3'-CG(A + G + C + T)*CG. The site containing the complementary sequence V-CGCGCCCG is highlighted 
for reference. 



by the density of synthesis sites and the overall array size. 
Recent experiments have demonstrated hybridization to 
probes synthesized in 25-/xm sites. At this resolution, the 
entire set of 65,536 octanucleotides can be placed in an array 
measuring 0.64-cm square, and the set of 1,048,576 dodeca- 
nucleotides requires only a 2 J6-cm array. 

Genome sequencing projects will ultimately be limited by 
DNA sequencing technologies. Current sequencing method- 
ologies are highly reliant on complex procedures and require 
substantial manual effort (8. 9). SBH has the potential for 
transforming many of the manual efforts into more efficient 
and automated formats. Light-directed synthesis is an effi- 
cient means for enabling SBH and for the large-scale pro- 
duction of miniaturized arrays. 

Oligonucleotide arrays are not limited to primary sequenc- 
ing applications. Because single base changes cause multiple 
changes in the hybridization pattern, the oligonucleotide 
arrays will provide a powerful means to check the accuracy 
of previously elucidated DNA sequence or to scan for 
changes within a sequence. In the case of octanucleotides, a 
single base change in the target DNA results in the loss of 
eight complements and generates eight new complements. 
Matching of hybridization patterns may be useful in resolving 
sequencing ambiguities from standard gel techniques or for 
rapidly detecting DNA mutational events. 

The potentially very high information content of light- 
directed oligonucleotide arrays will change genetic diagnostic 
testing. Sequence comparisons of hundreds to thousands of 
different genes will be assayed simultaneously instead of the 
current one, or few at a time format. Custom arrays can also 
be constructed to contain genetic markers for the rapid 
identification of a wide variety of pathogenic organisms. 



Oligonucleotide arrays can also be applied to study the 
sequence specificity of RNA- or protcirv-DNA interactions. 
Experiments can be designed to elucidate specificity rules of 
non-Watson-Crick oligonucleotide structures or to investi- 
gate the use of novel synthetic nucleoside analogs for an- 
tisense or triple helix applications. Suitably protected RNA 
monomers may be employed for RNA synthesis. The ligo- 
nucleotide arrays should find broad application deducing the 
thermodynamic and kinetic rules governing formation and 
stability of oligonucleotide complexes. 
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